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Buněčná senescence představuje specifickou zástavu buněčného cyklu v reakci na stres in 
vitro. Původně byla popsána v souvislosti se stárnutím buněk, jež je definované 
Hayflickovým limitem. Od té doby bylo objeveno, že senescenci lze vyvolat různými 
stimuly, kterým je společné poškození DNA. Mezi ně patří např. oxidační stres, aberantní 
aktivace onkogenů a působení genotoxických látek. Senescentní buňky mění fenotyp 
morfologicky i biochemicky, zvětšují cytoplazmu, aktivují inhibitory buněčného cyklu, 
exprimují nádorové supresory a také sekretují imunomodulační cytokiny/chemokiny, které 
pro buňky nejsou původní. Tyto látky spouštějí mnoho kaskád, např. signální dráhy 
Jak/STAT, které jsou indukovány v odpovědi na virovou infekci nebo zánět. Senescentní 
buňky byly nalezeny také in vivo v nádorové tkáni, která sama o sobě produkuje změněný 
profil cytokinů. Diplomová práce se zabývá úlohou interferonové signální dráhy Jak/STAT 
v indukci předčasné buněčné senescence vyvolané působením chemických látek, které jsou 
používány v nádorové chemoterapii. Získané výsledky mohou pomoci v porozumnění 
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Proliferating human cells cultivated in vitro after certain number of population doublings 
withdraw from the cell cycle and enter a specific state termed replicative cellular 
senescence. Lately, several other forms of senescence independent of the proliferative 
history and telomere shortening were described. This is called premature senescence, and 
can be elicited by exposure of cells to aberrant mitogenic or oncogenic signals, to oxidative 
stress or to variety of chemically and functionally unrelated DNA damaging agents. 
Senescent cells alter their morphology and expression pattern. This complex phenotype is 
characterized by enlarged cytoplasm, activation of cell cycle inhibitors, expression of 
tumor supressors and profound changes in cell secretory phenotype. These 
cytokines/chemokines induce many different cascades, for example Jak/STAT signaling 
pathway, that are activated in response to viral infection or inflammation. Senescent cells 
were found also in vivo in the tumor tissue that produces altered cytokines itself. This 
diploma thesis inquires into the role of interferon-Jak/STAT signaling pathway in 
premature cellular senescence induced by genotoxic agents that are often used in 
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Zkratka Anglický název Český název 
53BP1 p53 Binding Protein 1 vazebný protein p53 
AAF IFNα-Activated Factor faktor aktivovaný IFNα 
APC/C Anaphase-Promoting 
Complex/Cyclosome 
anafázní promoční komplex/cyklozóm 
APS Ammonium Persulphate persulfát amonný 
ASF1a Anti-Silening Factor 1a faktor 1a proti umlčování 
ATCC American Type Culture Collection americká sbírka typů buněčných kultur 
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated -- 
ATR Ataxia Telangiectasia mutated and Rad-
3-related 
-- 
ATRIP ATR-Interacting Protein protein interagující s ATR 
BCA BiCinchoninic acid Assay -- 
BER Base Excision Repair excizní oprava bází 
BLM BLooM syndrom helicase helikáza Bloomův syndrom 
BRCA1, 
BRCA2 
Breast Carcinoma 1 a 2 gen pro hereditární karcinom prsu 1 a 2 
BRCT BRCA1 C-Terminus repeat domain doména opakujícího se C-konce 
proteinu rakoviny prsu 
BrdU BRomoDeoxyUridine 5´-bromo-2´-deoxyuridin 
BSA Bovine Serum Albumin bovinní sérový albumin 
Cdc25 Cell division cycle 25 (A,B,C) -- 
CDK Cyclin-Dependent Kinase kináza závislá na cyklinu 




CHK1, 2 CHeckpoint Kinase 1 a 2 kinázy 1 a 2 kontrolního bodu 
CIP CDK Inhibitory Proteins inhibiční proteiny CDK 
CK-2 Casein Kinase 2 casein-kináza 2 
CREB cAMP enhancer binding protein-
Binding Protein 
protein vázající CREB 
Ct Cycle Treshold hranice cyklu 
cyc/CDK CYClin/CDK komplex cyklin/CDK 
CyPNs CYtoplasmic assemblies of PML and 
NucleoporinS 
cytoplazmatické komplexy PML a 
nukleoporinů 
DAPI 4',6-DiAmidino-2-PhenylIndole 4',6-diamidino-2-fenylindol 
DAXX Death Associated protein 6 -- 
DD H2O redestil steril water redestilovaná sterilní voda 
DDR DNA Damage Response odpověď na poškození DNA 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium medium DMEM 
DMSO DiMethylSulphOxide dimetylsulfoxid 
DNA-PK DNA-Protein-Kinase DNA proteinová kináza 
DSB Double-Strand Break dvouřetězcový zlom 
E2F Eukaryotic transkription Factor 2 eukaryotický transkripční faktor 2 
EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid kyselina etylendiaminotetraoctová 
EGF  Epidermal Growth Factor epidermální růstový faktor 
eIF4-BP1 Eukaryotic-Initiation-Factor 4-Binding vazebný protein eukaryotního 
Seznam zkratek 
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Protein 1 iniciačního faktoru translace 4 
EPO Erythropoetin erytropoetin 
ER Endoplazmatic Reticulum endoplazmatické retikulum 
EYA EYes Absent gen mutanty bez očí 
FBS Foetal Bovine Serum fetální kravské sérum 
FBS Foetal Bovine Serum fetální kravské sérum 
G1, G2 Gap1, Gap2 -- 




GAS Gamma Activated Site IFNγ aktivované místo 
GF Growth Factor růstový hormon 
GM-CSF Granulocyte-Monocyte Colony 
Stimulating Factor 
faktor stimulující kolonie granulocytů a 
monocytů 
HAUSP Herpes-virus Associated Ubiquitin 
Specific Protease 
specifická ubiquitin-proteáza 
asociovaná s Herpes virem 
HDAC Histone DeACetylases histon deacetylázy 
HDM2 Human Double Minute 2 -- 
HIPK2 Homeodomaine-Interacting Protein 
Kinase 2 
proteinová kináza 2 intergaující s 
homoedoménou 
HIRA HIston Regulator regulátor histonu 
HIV Human Immunodeficiency Virus virus lidské imunodeficience 
HP1 Heterochromatin Protein 1 heterochromatinový protein 1 
HPV Human Papilloma Virus lidský papiloma-virus 
HR Homology Recombination homologní rekombinace 
HRSs Homogenously Staining Regions homogenně značené regiony 
HTLV Human T-Leukemia Virus virus lidské T-leukémie 
Hus1 Checkpoint homolog 1 -- 
IB ImmunoBlot analysis imunoblotová analýza 
ICSBP Consensus-Sequence IFN Binding 
Protein 
protein vázající konsenzuální sekvence 
IFN 
IF ImmunoFluorescence analysis imunofluorescenční analýza 
IFNs InterFeroNs interferony 
IGF Insuline-like Growth Factor růstový faktor odvozený od inzulinu 
IKK/ 
NF-κB 
Inhibitor Kappa B Kinase/Nuclear 
Factor Kappa B  
inhibitor kinázy kappaB/jaderný faktor 
kappaB 
ILs InterLeukins interleukiny 
INK4 INhibitor of Kinase 4 inhibitor kinázy 4 
IRF Interferon Regulated Factor interferon-regulační faktor 
ISGF3 IFN-Stimulated Gene Factor 3 faktor 3 genů stimulovaných 
interferony 
ISGs Interferon-Stimulated Genes interferon stimulované geny 
ISRE Interferon Sensitive Responsive 
Element 
interferon senzitivní responzivní 
element 
Jak JAnus Kinase -- 
Kap-1 KRAB domain–Associated Protein-1 protein 1 spojený s doménou KRAB 
MAPK Mitogen Activated Protein Kinase proteinová kináza aktivovaná mitogeny 
MAPPs Mitotic Acumulation of PML ProteinS mitotická akumulace proteinu PML 
MDC1 Mediator of DNA Damage Checkpoint 
1 
mediátor kontrolního bodu poškozené 
DNA 1 
MMR Mismatch Repair oprava chybného párování bází 
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Mre11 Mitotic REcombination protein 11 protein 11 mitotické rekombinace 
mTOR Mammalian Target of Rapamycin savčí protein odpovídající na rapamycin 
Myd88 MYeloid Differentiation primary 
response gene (88) 
-- 
Nbs1 Nijmegen Breakage Syndrom 1 protein onemocnění Nijmegen 
Breakage Syndrom 
ND 10 Nuclear dots 10 jaderné tečky 10 
NER Nucleotide Excision Repair nukleotidová excizní oprava 
NHEJ Non-Homologous End Joining spojení nehomologních konců DNA 
PAI Plasminogen Activator Inhibitor  inhibitor aktivátoru plazminogenu 
PBS Phosphate Buffered Saline fosfátový solný pufr 
PBS-T Phosphate Buffered Saline-Tween20 
(0,05%) 
fosfátový solný pufr s 0,05% Tweenem 
20 
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen jaderný antigen proliferujících buněk 
PDDF Persistent DNA Damage Foci perzistentní fokusy poškození DNA 
PDGF Platelet-Derived Growth Factor růstový faktor odvozený od krevních 
destiček 
PI3-K PhosphaditylInositol-3-Kinase fosfatidylinositol-3-kináza 
Plk Polo-like kinase kináza podobná rodině Polo 
PIP2 PhosphatidylInositol-4,5-diPhosphate fosfatidylinositol-4,5-difosfát 
PIP3 PhosphatidylInositol-3,4,5-triPhosphate fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát 
PML ProMyelocytic Leukemic protein promyelocytický leukemický protein 
PML 
NBs 
PML Nuclear Bodies jaderná tělíska PML 
PODs PML oncogenic domains onkogenní domény PML 
PP1 Protein Phosphatase 1 proteinová fosfatáza 1 
PRC1 Polycomb Repressive Complex 1 -- 
pRb RetinoBlastoma Protein protein retinoblastomu 
PS Premature cellular Senescence předčasná buněčná senescence 
PTEN Phosphatase and Tensin homologue 
deleted on chromosom TEN 
homolog fosfatázy a tensinu deletovaný 
na chromozomu 10 
PTPáza Protein Tyrosine Phosphatase proteinová tyrozinová fosfatáza 
qRT PCR quantitative Real Time Polymerase 
Chain Reaction 
kvantitativní polymerázová řetězcová 
reakce v reálném čase 
Rad1, 9, 
17, 51 
RADiation senzitive mutant  1, 9, 17, 
51 
mutant citlivý na ozáření 1, 9, 17, 51 
RFC Replication Factor C replikační faktor C 
RING Really Interesting New Gene skutečně zajímavý nový gen 
RNA RiboNucleic Acid ribonukleová kyselina 
mRNA Messenger RNA informační RNA 
ROS Reactive Oxygen Species reaktivní kyslíkové radikály 
RP-A Replicative Protein A replikační protein A 





SA-β-Gal Senescence-Associated β-Gal se senescencíspojená β-galaktosidáza 
SBD SUMO Binding Domain vazebná doména SUMO 
SDS Sodium Dodecyl Sulphate dodecylsulfát sodný 
Sirt-1 SIRtuin Type 1 protein Sirtuin typu 1 
SMC1 Structural Maintenance of 
Chromosomes 1 




SMG-1 member of PI3-K family kinase (ATX) člen rodiny PI3-K 
SNURF Small NUclear RING Finger protein malý jadérkový protein s doménou 
RING  
SOCS Suppressors of Cytokine Signalling supresory cytokinové signalizace 
STAT1 Signal Transductor and Activator of 
Transcription 1 
signální transduktor a aktivátor 
transkripce 1 
SUMO Small Ubiquitin-related MOdifier malý modifikátor podobný ubiquitinu 
TEMED N,N,N`,N`-tetramethylethylenediamine N,N,N`,N`-tetrametyletylendiamin 
Tip60 Tat-Interacting Protein 6% protein 60 interagující s Tat 
TMD ThyMiDine tymidin 
TopBP1 Topoisomerase IIβ-Binding Protein 1 vazebný protein topoizomerázy IIβ 
TRIM TRIpartite Motif tripartitní motiv 
TNF Tumor Necrosis Factor nádorový faktor nekrózy 
Crk v-crk protooncogen virový protonkogen crk 
WEE1 Mitoses inhibitor protein kinase  -- 
WICH WSTF-ISWI ATP-dependent 
CHromatin-remodelling complex 
WSTF-ISWI chromatin-remodelující 
komplex závislý na ATP 
Wip-1 Wild-type p53-Induced Phosphatase 1 fosfatáza 1 indukovaná nemutovaným 
genem pro p53 
WSTF Williams-Beuren Syndrome 
Transcription Factor 









Proliferující normální buňky kultivované in vitro podstupují specifickou zástavu 
buněčného cyklu, zvanou replikační buněčná senescence. Původně byla popsána 
v souvislosti s buněčným stárnutím jako důsledek zkrácení telomerických zakončení 
chromozomů. Později bylo objeveno, že ji lze vyvolat i nezávisle na narušení telomer. 
Mezi stimuly, které indukují senescenci, se řadí oxidační stres vyvolaný působením 
reaktivních kyslíkových radikálů, aberantní aktivace onkogenní signalizace nebo expozice 
látkám, které vyvolávají poškození DNA. Tento typ senescence byl označen jako předčasná 
senescence a s replikačním typem sdílí mnoho vlastností. 
Senescentní buňky se od normálních buněk odlišují morfologicky i biochemicky. 
Zvětšují cytoplazmu, snižují metabolismus a naproti tomu zvyšují expresi mnohých 
stresových proteinů, mezi které se řadí inhibitory buněčného cyklu (p21, p16, pRb), 
nádorové supresory (např. promyelocytický leukemický protein) a proteiny opravných 
mechanismů poškozené DNA. 
Poškození DNA je považováno také za příčinu karcinogeneze. Nádorové buňky se 
kromě deregulace proliferace a programované buněčné smrti odlišují od normálních buněk 
rovněž pozměněnou sekrecí imunomodulačních cytokinů/chemokinů. Těmito látkami, které 
nejsou tkáni původní, ovlivňují své okolí pozitivně i negativně. Jedněmi z mnoha kaskád, 
které jsou cytokiny aktivovány, jsou také signální dráhy Jak/STAT. Ty jsou primárně 
indukovány v reakci na virovou infekci nebo zánět a spouští expresi mnoha proteinů 
uplatňujících se v protivirové nebo prozánětlivé odpovědi, ke které patří sekrece dalších 
cytokinů. 
Bylo zjištěno, že se senescentní buňky vyskytují také in vivo, a to v nádorové tkáni. 
Jejich přítomnost může být vysvětlena jako důsledek působení cytokinů nádorových buněk 
nebo jako důsledek nereparovatelného poškození DNA, které nevyvolalo tumorogenezi. 
Protože však bylo také zjištěno, že podstoupit senescenci in vitro mohou i nádorové buňky 
samotné, vyvstává otázka, zda není senescence jedním z ochranných mechanismů před 
neřízeným neoplastickým růstem poškozených buněk. Senescentní buňky stejně jako 
nádorové produkují velké množství cytokinů, které nejsou tkáni vlastní. Produkované 
cytokiny operují v pozitivní parakrinní i autokrinní signalizaci, která ovlivňuje 
karcinogenezi, mohou tento proces podporovat nebo naopak představují bariéru 
karcinogeneze. Tyto skutečnosti propojují nádorové buňky se senescentními a otevírají 
Úvod 
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pole pro výzkum funkce senescentních buněk přítomných v nádorové tkáni s cílem nalézt 
způsob, kterým by bylo možné potlačit růst maligních nádorů. 
Cílem teoretického úvodu je přiblížit nejnovější teoretické modely pro pochopení 
molekulárních příčin vzniku rakoviny a senescence. Biologové zabývající se touto otázkou 
denně publikují množství objevů, jež poskytují různé pohledy na stejnou problematiku. Vše 
se děje s cílem nalézt univerzální lék pro léčbu rakoviny. Laboratoř prof. Bártka se snaží 
přispět do tohoto výzkumu skrze pochopení molekulárních mechanismů oprav poškozené 
DNA a iniciace buněčné senescence, které se zdají být spojením mezi rakovinou a 
stárnutím. 
Mnohé genotoxické látky jsou v současné době používány jako chemoterapeutika při 
léčbě různých typů rakoviny. Tyto látky mají vedlejší efekty na buňky, které nejsou jejich 
původním cílem. V diplomové práci se zabýváme indukcí buněčné senescence, která je 
zprostředkována chemickým poškozením DNA. Jednou z použitých látek je nukleosid 
tymidin, který není jako chemoterapeutikum používán a u něhož nebyla toxicita dosud 
popsána. Je to prekurzor DNA, jenž je buňkou přirozeně syntetizován a ve výzkumu 
používán k umělé synchronizaci buněčného cyklu savčích buněk.  
Zjistili jsme, že tato látka vyvolává poškození DNA, vyvolává chemicky-




2 Literární přehled 
Cílem teoretické části diplomové práce je zhodnotit nejnovější poznatky ve výzkumu 
nádorové transformace. V současnosti je výzkum zaměřen hlavně na buněčné a 
biochemické mechanismy, které se uplatňují v příčinách karcinogeneze.  
2.1 Nádorové onemocnění  
Nádorové onemocnění lze přes jeho komplexnost zjednodušeně charakterizovat jako 
neregulovaný růst buněk spojený s poruchou kontrolních mechanismů a s alterací buněčné 
diferenciace (Dimri, G.P., 2005). Rakovinné buňky se od normálních buněk odlišují 
v morfologii, v karyotypu, ve vývoji metastáz, primární i získanou rezistencí 
k chemoterapeutikům a změněnou expresí proteinů.  
Porozumět nádorovému bujení znamená vědět, kdy se mají normální buňky podle 
svého vnitřního programu množit a v čem je program nádorových buněk odlišný. Ačkoliv 
mechanismus karcinogeneze zůstává stále neobjasněn, v současné době převažuje na toto 
téma dvouhitová hypotéza, která popisuje její příčinu jako důsledek bodových mutací 
onkogenů a nádorových supresorů. Tento předpoklad má však stále více odpůrců a 
zastánců tzv. chromozomální teorie (Duesberg et al., 2000). Podle této hypotézy rakovina 
vzniká v důsledku chromozomálních aberací, které jsou vyvolané poškozením DNA.  
Proces maligní transformace je klinicky definován v pěti etapách (viz obr. 2-1). 
Zahájení procesu (iniciace) nastává účinkem zevních či vnitřních faktorů (karcinogenů), 
které vyvolají genetické změny. Spoluúčastí dalších podnětů dochází k pokroku ve vývoji 
(promoce), při kterém se objevují poruchy diferenciace buněk. V následujícím stadiu 
(konverze či transformace) vzniká další změnou maligní klon buněk. Transformované 
buňky ztrácejí schopnost odpovědi na regulační mechanismy, dochází k lokálnímu růstu 
nádoru (progrese) a posléze k rozšíření nádorových buněk mimo prvotní ložisko 
(metastáze) (shrnuto v Hanahan et Weinberg, 2000). 
Obrázek 2-1: Schéma karcinogeneze (převzato a upraveno z přednášky prof. Marie Stiborové, Csc., 
Katedra biochemie, PřF UK). 
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2.1.1 Nestabilita genomu 
V posledním desetiletí se v oblasti výzkumu karcinogeneze vyskytuje pojem 
nestabilita genomu. To je proces ústící v neschopnost buňky segregovat do dceřiných jader 
identické kopie DNA (Schär P., 2001). Příčinou je akumulace genetických a 
epigenetických změn genů kódujících regulační proteiny buněčné proliferace a 
programované buněčné smrti (Lowe et al., 2004). Nestabilita genomu je nyní považována 
za hlavní příčinu nádorové transformace buňky. 
Genomová nestabilita se objevuje již v ranných stádiích transformace, další mutace 
jsou pak jejím důsledkem (Bartková et al., 2005). Přestože jsou u nádorových buněk 
pozměněny ve výsledku desítky genů, odhaduje se, že pro transformaci je třeba nejméně 4-
7 fatálních zásahů, které poskytují buňce výhodu samostatně. Integrita genomu, buněčná 
proliferace a buněčný růst jsou základní buněčné procesy, které udržují buňky viabilní. 
Jsou regulovány vnitřní sítí signálních drah, jež zahrnují kontrolní body buněčného cyklu, 
opravy DNA a programovanou buněčnou smrt (Kastan et Bartek, 2004). 
K pochopení událostí, které jsou na počátku transformace, je třeba objasnit princip 
destabilizujících genetických změn (Schär P. 2001). Genomová nestabilita je úzce spojena 
se změnami regulace proliferace a programované buněčné smrti. Vztah mezi těmito 
procesy lze popsat třemi kauzálními fakty: (1) nestabilita genomu vytváří mutace, které 
deregulují programovanou buněčnou smrt, nejčastěji apoptózu. (2) Deregulace apoptózy 
vede ke vzniku genomové nestability. (3) Konkrétní protein může být zahrnut do regulace 
jak genomové nestability, tak apoptózy (shrnuto v Zhivotovsky et Kroemer, 2004). 
Deregulace apoptózy umožňuje selekci a klonální expanzi populace buněk s nestabilním 
genomem. Mezi hlavní deregulátory apoptózy patří dysfunkce telomer, polyploidie a 
aberantní mitóza. Příliš velká míra genomové nestability vede k rozsáhlým poškozením 
genomu a zániku buněk programovanou buněčnou smrtí. Proto u nádorových buněk 
existuje rovnováha mezi pozitivním a negativním dopadem akumulace mutací. 
Patologické genetické změny jsou účinné pouze v genech tří typů: onkogenech, 
nádorových supresorech a genech integrity genomu (Vogelstein et Kinzler, 2004). 
Mutované onkogeny jsou geny, jejichž exprese je aktivována konstitutivně nebo za 
nepřirozených podmínek. Produktem těchto genů jsou onkoproteiny, které pozitivně 
regulují zejména buněčnou proliferaci. Pro aberantní aktivaci protoonkogenu v onkogen 
postačuje somatická mutace v jediné alele konkrétního genu. Tato aktivace je nejčastěji 
důsledkem chromozomálních aberací, genové amplifikace nebo intragenové mutace. 
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Kontinuální exprese onkogenu podporuje proliferaci buňky i v případě absence 
mitogenních signálů a to je jedno z hlavních nebezpečí pro rozvoj nádoru (Serrano et al., 
1997).  
Nádorové supresory jsou geny, jejichž funkce musí být pro abnormální stav buňky 
naopak potlačena zcela a to v obou alelách. Základní úlohou produktů těchto genů, 
proteinových supresorů, v buněčném cyklu je inhibice progrese buněčného cyklu a podpora 
proapoptotických drah. Somatické mutace supresorů zahrnují bodové delece, inzerce a 
epigenetické regulace. 
Poslední skupina genů důležitých v procesu iniciace karcinogeneze je nazývána geny 
integrity genomu nebo také geny proteinů reparačních systémů DNA. Proteiny těchto genů 
ovlivňují mechanismy oprav poškození DNA. Jsou důležité v ochraně replikace a 
segregace chromosomů. Patří mezi ně jak nádorové supresory, tak protoonkogeny 
(Vogelstein et Kinzler, 2004). 
Důkazy o existenci genomové nestability poskytují studie demonstrující heterogenitu 
karyotypu různých druhů solidních nádorů a dědičné typy rakoviny, které vznikají 
z defektů genů integrity genomu (Mertens et al., 1994; Teixeira et al., 1996). Genomová 
nestabilita se nezdá být důležitá jen pro neoplastický vývoj, může také umožnit rezistenci 
k chemoterapeutikům (Bartek et al., 2007).  
Nestabilita genomu byla dosud popsána ve dvou formách a několika druzích. 
Permanentní a transientní formy nestability jsou charakterizovány jako deficit kontrolních 
bodů mitózy, signalizace poškození a oprav DNA, funkce telomer a centrozómů. 
Transientní nestabilita genomu prezentuje poškození, které je buňka schopna opravit, ale 
permanentní nestabilita je spojena s trvalým poškozením DNA (Lengauer et al., 1998). 
Mezi druhy patří nestabilita na úrovni sekvencí genů a na úrovni celých chromozomů, jež 
jsou vzájemně propojeny (viz obr. 2-2). 
2.1.1.1 Sekvenční nestabilita genomu 
Sekvenční nestabilita nebo také mikrosatelitní vzniká díky vysoké frekvenci 
bodových mutací, zejména mikrosatelitů. Příčinou je inaktivace opravných mechanismů 
chybného párování bází MMR (Mismatch Repair), delecí a inzercí BER (Base Excision 
Repair, excizní oprava bází). Nestabilita související s defekty v kontrole poškození DNA je 
spojena s posílenou mitotickou rekombinací a chybnou segregací chromozomů (shrnuto 
v Lengauer et al., 1998). 
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2.1.1.2 Chromozomální nestabilita genomu 
Nestabilita na úrovni chromozomů představuje stav kontinuálně probíhajících 
chromozomálních mutací. Jejich příčinou je zvýšená četnost bodových mutací anebo 
snížená schopnost kontroly a oprav poškozené DNA formou rekombinace. Nejčastější 
mutace jsou v genech regulujících mitózu (např. v genech souvisejících s kondenzací 
chromozomů, s kohezí sesterských chromatid, se strukturou kinetochoru, s funkcí 
centrozómu a mikrotubulů dělícího vřeténka a dalších). U nádorových buněk se 
chromozomální nestabilita vyskytuje mnohem častěji než sekvenční nestabilita. Nestabilitu 
chromozomů lze ještě rozdělit na strukturní a numerickou (shrnuto v Lengauer et al., 
1998).  
2.1.1.2.1 Strukturní nestabilita chromozomů 
Strukturní nestabilita chromozomů je způsobena chybami v senzorech poškození 
DNA (viz 2.2.1.1) nebo mutacemi ve dvou základních systémech pro opravu 
dvouřetězcového zlomu DNA (DSB, Double-Strand Break). Prvním opravným 
mechanismem je NHEJ (Non-Homologous End Joining, spojení nehomologních konců 
DNA) a druhým mechanismem je HR (Homology Recombination, homologní rekombinace) 
(shrnuto v Zhivotovsky et Kroemer, 2004). Sesterské chromatidy mohou být kovalentně 
spojeny, nesprávně segregovány, a jedno- i dvouřetězcové zlomy jsou náchylnější 
k rozsáhlým přestavbám. Důsledkem jsou další chromozomální zlomy nebo fúze vedoucí 
v delece či translokace, HRSs (Homogenously Staining Regions, homogenně značené 
regiony) nebo mohou vést ke vzniku acentrických chromozómů („double minutes“). Tyto 
mutace ústí v případě transformace buněk v aberantní mitózy a ztráty celých chromozomů 
nebo v případě neudržitelného stavu poškození v mitotické katastrofy a apoptózy (shrnuto 
v Lengauer et al., 1998).  
2.1.1.2.2 Numerická nestabilita chromozomů 
Numerická nestabilita chromozomů byla nalezena u velké většiny typů nádorů. 
Vzniká aberantní polyploidizací (aneuploidie s monosomií, trisomií a vyšší polysomií), 
která je důsledkem fúze dceřiných jader, endomitózy nebo endoreduplikace (Duesberg et 
al., 2000). Také může pramenit z mutace v proteinech APCC (Anaphase-Promoting 
Complex/Cyclosome, anafázního promočního komplexu/cyklozómu) (Eytan et al., 2006) a 
nesprávné duplikace centrozómu, což způsobuje multipolární mitózy jako důsledek 
přemíry exprese cyklinu E, mutací genů pro BRCA1 a BRCA2 (Breast Carcinoma 1 a 2, 
gen hereditárního karcinomu rakoviny prsu), amplifikací kinázy AuroraA nebo inaktivací 
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nádorového supresoru p53. Další možností je chybná kontrola mitotického vřeténka, která 
však obvykle končí apoptózou (shrnuto v Lengauer et al., 1998).  
 
Obrázek 2-2: Schéma vzniku nestability genomu na úrovni chromozomů.  
2.2 Poškození DNA 
Buňky lidského těla jsou pod konstantním působením cytotoxických a mutagenních 
látek, které poškozují DNA (Kastan et Bartek, 2004). Chromozomy jsou křehké a mají 
schopnost akumulace mutací v čase (Sinclair et Oberdoerffer, 2009).  
Faktory, už nichž bylo dokázáno, že poškozují DNA, se podle své povahy řadí do tří 
skupin na fyzikální, chemické a biologické. Fyzikální faktory zahrnují ionizující 
rentgenové záření, neionizující UV záření, působení elektromagnetického pole a přítomnost 
azbestových vláken v buňkách či lokální tepelné změny. Tyto faktory vyvolávají zlomy 
DNA přímo nebo nepřímo skrze ROS (Reactive Oxygen Species, reaktivní kyslíkové 
radikály) produkované fotolýzou molekul vody (Lee et Wei, 2007).  
Chemické faktory se dělí na exogenní a endogenní. Příkladem exogenních látek jsou 
aromatické a polycyklické aromatické uhlovodíky, aromatické aminy a azosloučeniny, 
nitrosloučeniny, chemoterapeutika (viz 2.3.2.4), přírodní toxiny i anorganické ionty. Tyto 
látky chemicky modifikují báze, štěpí vazby v DNA, blokují replikační aparát interakcí 
s jeho proteiny nebo tvorbou aduktů na DNA. Při odstranění těchto účinků dochází ke 
vzniku zlomů DNA. Mezi endogenní chemické karcinogeny se řadí steroidní hormony 
(Hahn et al., 1999).  
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Do skupiny biologických faktorů náleží onkoviry (např. HIV, HTLV, HPV), bakterie 
(např. Helicobacter pylori) a paraziti (např. Schistosoma). Tyto faktory indukují chronické 
záněty, stimulují buněčné dělení, vyvolávají tvorbu ROS a indukují mutagenní přeskoky 
transpozonů.  
Všechny uvedené skupiny agens poškozují DNA různými způsoby. Některé 
vyvolávají vlastní metabolickou přeměnou ještě další poškození DNA. Vnitrobuněčně 
dochází k poškození DNA metabolickými procesy, které generují ROS (např. dýchací 
řetězec nebo peroxidace lipidů), spontánním kolapsem replikačních vidliček nebo 
programovaným sestřihem DNA během meiotické rekombinace či konverze genů pro 
imunoglobuliny (Link et Schroeder, 2002). 
Všechny organismy v evoluci vyvinuly enzymové reparační systémy pro opravu 
DNA, které brání mutacím. Tyto systémy se třídí podle mechanismu oprav na přímé 
jednokrokové opravy a nepřímé opravy. Savčí nepřímé mechanismy oprav poškozené DNA 
jsou: NER (Nucleotide Excision Repair, nukleotidová excizní oprava), BER a MMR (viz 
2.1.1.1), HR a NHEJ pro opravu DSB (viz 2.1.1.2.1) (Burma et al., 2006). Existuje také 
mechanismus obcházení poškozených míst translezní replikací DNA (Lehman A.R., 2006).  
Poškození DNA, které vyvolává rakovinu, je také používáno k její léčbě (viz 2.3.2.4) 
a je zodpovědné za toxicitu spojenou s touto léčbou (např. suprese kostní dřeně, záněty 
tlustého střeva, ztráta vlasů) (Kastan et Bartek, 2004). Dosud není jasné, proč jsou na 
chemoterapeutika poškozující DNA citlivé více rakovinné buňky než normální replikující 
buňky (Vogelstein et Kinzler, 2004).  
2.2.1 Buněčná odpověď na poškození DNA 
Udržení integrity genomu je esenciální pro homeostázu a přežití buněk. Podle deficitu 
v mechanismech oprav, vzniklém z mutací genetických a epigenetických faktorů, dochází 
ke vzniku patologických stavů, které ústí v neurodegenerativní choroby, syndromy 
imunodeficience, předčasné stárnutí a rakovinu (Mistrik et al., 2009). 
Poškození DNA blokuje transkripci a replikaci, zastavuje buněčný cyklus, iniciuje 
opravy a popř. indukuje apoptózu. Pokud buňky chybně opraví poškození, dojde k fixaci 
první mutace (tolerance poškození DNA), což vede k akumulaci dalších mutací a nádorové 
transformaci (viz obr. 2-1 výše) (Bartková et al., 2004). 
Buňky po vzniku poškození DNA iniciují složitou signální síť nazývanou odpověď na 
DNA poškození DDR (DNA Damage Response) (shrnuto v Bartek et al., 2007). Ačkoliv 
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vznikají různé typy poškození DNA, které aktivují různé mechanismy oprav, vždy dochází 
ke koordinaci zástavy buněčného cyklu s opravami DNA a aktivací proapoptotickýh drah 
(Shiloh Y., 2004). Nejzávažnějším druhem poškození DNA jsou DSB, ale nejčastějším 
poškozením, je chybná inkorporace báze při replikaci DNA (Liu et al., 2006).   
Kaskády proteinů, uplatňujících se v DDR, zahrnují senzorické molekuly, které 
monitorují integritu genomu v každém okamžiku interfáze buněčného cyklu. V případě 
výskytu poškození DNA pomáhají generovat signál, který je amplifikován 
adaptory/mediátory a signálními transduktory. Tyto komponenty DDR předávají signál na 
efektory spojené s expresí proteinů, které ovlivňují kontrolní body buněčného cyklu (viz 
obr. 2-3). Všechny proteiny uplatňující se při DDR lze rozdělit do čtyř kategorií, v nichž 
některé proteiny nemají jednoznačnou funkci (Lukas et al., 2004; McGowan et Russell, 
2004).  
 
Obrázek 2-3: Konceptuální organizace signální transdukce po poškození DNA. 
2.2.1.1 Senzory poškození DNA 
První skupina zahrnuje senzory poškození DNA, jejichž evoluční konzervovanost 
k člověku byla zjištěna již od kvasinek (Paulovich et al., 1998). Patří k nim 
heterotetramerní komplex PCNA-9-1-1 (složený z proteinů Proliferative Cell Nuclear 
Antigen, proliferační buněčný jaderný antigen; Rad9-Rad1-Hus1, RADiation senzitive 
mutant 9 a 1, mutant citlivý na záření 9 a 1; Hus1) (Lukas et al, 2004). Dalším senzorem je 
dimer Rad17-RFC (Replication Factor C, replikační faktor C), který ovlivňuje vazbu 9-1-1 
komplexu do místa poškození DNA (Griffith et al., 2002; Zou et Edledge, 2002). 
Posledním popsaným senzorem je komplex MRN složený z nukleáz Mre11-Rad51-NBS1 
(Mitotic REcombination protein 11, protein 11 mitotické rekombinace; Rad51, Nijmegen 
Breakage Syndrom 1) (Goldberg et al., 2003). Komplex MRN předává signál na kinázu 
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), a komplexy 9-1-1 a Rad17-RCF na kinázu ATR 
(Ataxia Telangiectasia mutated and Rad-3-related) (viz dále 2.2.1.3.1 a 2.2.1.3.2) 
(Sörrensen et al., 2004).  
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2.2.1.2 Mediátory poškození DNA 
Druhá skupina je složena z mediátorů, které jsou rekrutovány senzory do míst 
poškození DNA a signál předávají formou aktivace transduktorů. Přesné pořadí a vazby 
mezi jednotlivými proteiny jsou známy jen částečně. Mediátory zahrnují proteiny, které 
obsahují doménu BRCT (BRCA1 C-Terminus repeat domain, doména opakujícího se C-
konce proteinu rakoviny prsu), jež umožňuje specifické protein-fosfoproteinové interakce 
(Yu et al., 2003). Do skupiny patří proteiny 53BP1 (p53 Binding Protein 1, vazebný 
protein p53) (Schulz et al., 2000), MDC1 (Mediator of DNA Damage Checkpoint 1, 
mediátor kontrolního bodu poškozené DNA 1), TopBP1 (Topoisomerase IIβ-Binding 
Protein 1, vazebný protein topoizomerázy IIβ) (Yamane et al., 2003),  BRCA1 (Lou et al., 
2005) a Claspin (Liu et al., 2006).   
2.2.1.3 Transduktory poškození DNA 
Třetí skupina je tvořena apikálními kinázami s funkcí signálních transduktorů, které 
patří do rodiny PI3-K (PhosphaditylInositol-3-Kinase, fosfatidylinositol-3-kináza). 
Hlavními představiteli jsou již zmíněné ATM a ATR kinázy (viz 2.2.1.1). To jsou velké 
proteiny (okolo 300 kDa), které postrádají lipidickou aktivitu charakteristickou pro tuto 
rodinu (shrnuto v Abraham R.T., 2004). Dalším členem rodiny je DNA-PK (DNA-Protein-
Kinase, DNA proteinová kináza), která reguluje následné opravné mechanismy. K rodině 
patří také protein mTOR (Mammalian Target of Rapamycin, savčí protein odpovídající na 
rapamycin), který regulací translace koordinuje syntézu proteinů buněčného růstu a 
proliferace (shrnuto v Kaur et al., 2007). Dosud neznámou funkci v reakci na poškození 
DNA má nový člen PI3-K rodiny, kináza SMG-1 (nebo také ATX) (Abraham R.T., 2004).  
ATM je primárně aktivována po vzniku DSB a ATR je indukována v odpovědi na 
rozpad komplexů replikačních vidliček a jednovláknové konce odhalené při vzniku DSB 
(Kastan et Bartek, 2004; Yoo et al., 2009). ATM se vyskytuje v neaktivním stavu jako 
homodimer. Pro aktivaci po vzniku DSB je nezbytná konformační změna molekuly, která 
umožňuje autofosforylaci na S1981, vedoucí k disociaci homodimerů od sebe (Bakkenist et 
Kastan, 2003). Konkrétní mechanismus této aktivace dosud nebyl objeven, ale předpokládá 
se, že jistou roli by mohla hrát i acetylace ATM na K3016 (Sun et al., 2007) a také 
fosforylace na jiných místech molekuly (Kim et al., 2009). Aktivace ATR probíhá před 





2.2.1.3.1 Ataxia telangiectasia mutated 
Signalizace od monomerní ATM míří na substráty, které regulují zástavu buněčného 
cyklu indukcí inhibitorů kontrolních bodů cyklu. Jedna větev aktivuje také opravné 
mechanismy. Tato část vede přes fosforylaci fosfatázy EYA (EYes Absent, gen mutanty bez 
očí) na S219, která umožňuje rekrutaci γH2AX do místa poškození DNA (Cook et al., 
2009).  
2.2.1.3.1.1 γH2AX 
Savčí buňky mají přes 10% histonu H2A zastoupeno variantní formou H2A.X 
(Rogakou et al., 1999). Oproti ostatním H2A má tato varianta unikátní místo pro 
fosforylaci na svém C-konci. H2A.X je fyziologicky fosforylován na Y142 tyrozin kinázou 
WSTF (Williams-Beuren Syndrome Transcription Factor, transkripční faktor syndromu 
Williams-Beuren), která je komponentou komplexu WICH (WSTF-ISWI ATP-dependent 
CHromatin-remodelling complex, nebo také BAZ1B) (Xiao et al., 2009). Po vzniku DSB je 
tato fosforylace na Y142 odstraněna fosfatázou EYA (Cook et al., 2009), která H2A.X 
tímto aktivuje. Pro plnou aktivaci je nutná fosforylace na S139 skrze kinázu ATM 
(γH2AX) aktivovanou vznikem DSB (Cowell et al., 2007) (viz obr. 2-4). Tato fosforylace 
je příčinou dekondenzace chromatinu fosforylací N-konců histonů, která otevírá prostor pro 
tvorbu mikroprostředí k zahájení opravných mechanismů (Kruhlák et al., 2006). Do místa 
poškození jsou rekrutovány proteiny oprav DNA (Rogakou et al., 1998), vytvářejí 
mikroskopicky viditelné fokusy, které se při dlouhodobé lokalizaci nazývají PDDF 
(Persistent DNA Damage Foci, perzistentní fokusy poškození DNA) (Rodier et al., 2009).  
Od místa léze chromozomu je dvoušroubovice v obou směrech rozplétána v délce až 
několika Mbp za řetězovité aktivace γH2AX, MDC1 a 53BP1 (Rogakou et al., 1999; 
Schultz et al., 2000; Ward et al., 2003). Aktivní 53BP1 zpětně aktivuje ATM (DiTullio et 
al., 2002). ATM je fosforylována na 31 místech, má potenciálně přes 700 substrátů 
(Matusoka et al., 2007) a mimo jiné fosforyluje proteiny účastnící se homologní 
rekombinace: NBS1 (S343, S397 a S615) (Lim et al., 2000), helikázu BLM (helicase 
BLooM syndrom, T99 a T122) (Rao et al., 2007), BRCA1 (S1387, S1423 a S1524) (Cortez 
et al., 1999), Rad51 (T54 a T135) (Lord et Ashworth, 2007) a SMC1 (Structural 
Maintenance of Chromosomes 1) (viz obr. 2-4) (Goldberg et al., 2003). ATM řídí také 
globální dekondenzaci chromatinu skrze fosforylaci proteinu Kap-1 (KRAB domain–




Obrázek 2-4: Schéma aktivace H2A.X (převzato z Cook et al., 2009 a upraveno podle Xiao et al., 
2009).  
ATM ovlivňuje buněčný cyklus skrze fosforylaci CHK2 (CHeckpoint Kinase 2, 
kináza 2 kontrolního bodu) na T68 (Canman et al., 1998). Tato aktivace je následně 
podpořena dalšími fosforylacemi v pozitivní zpětnovazebné smyčce pro plnou aktivaci 
(Rao et al., 2007) a konvergenci signálu na inhibičně-pomalejší dráhu s p53 (Canman et 
al., 1998) a/nebo inhibičně-rychlejší dráhu s fosfatázou Cdc25A (Cell division cycle 25A) 
(Lukas et al., 2004). Regulátorem aktivity ATM je histonová acetyltransferáza Tip60 (Tat-
Interacting Protein 60, protein 60 interagující s Tat) (Sun et al., 2007), fosfatázy PP1 
(Protein Phosphatase 1, proteinová fosfatáza 1) a Wip-1 (Wild-type p53-Induced 
Phosphatase 1, fosfatáza indukovaná nemutovaným p53) (Lu et al., 2007).  
ATM není pro buněčný cyklus ani diferenciaci esenciální a buňky bez této kinázy jsou 
viabilní. Germinální mutace v genu pro ATM kinázu vede k vývinu vzácného autozomálně 
recesivního onemocnění Ataxia telangiectasia. Mutace v genu pro CHK2 byla nalezena u 
pacientů s Li-Fraumeniho syndromem (Uziel et al., 2003).  
Substrátem pro CHK2 jsou mimo jiné Cdc25A, Cdc25C, BRCA1 a p53. CHK2 je 
zodpovědná za aktivaci proapoptotické dráhy skrze p53, ale ne za G2/M zástavu buněčného 
cyklu po poškození DNA. ATM a CHK2 mají hlavní funkci v intra-S fázním kontrolním 
bodu (viz 2.4.2), který po poškození DNA indukuje zástavu cyklu v S-fázi (Bartek et al., 
2004). 
2.2.1.3.2 Ataxia telangiectasia mutated and Rad3-related 
ATR byla původně objevena podle sekvenční homologie k ATM. Oproti ATM je 
ATR v buněčném cyklu nenahraditelná, protože je během S-fáze aktivována prakticky 
neustále přítomností SSB při replikaci a indukuje opravné mechanismy. Deficit ATR u 
člověka vyvolává vzácné autozomálně recesivní dědičné onemocnění Seckelův syndrom 
(O´Driscoll et al., 2003). 
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ATR je aktivována také v odpovědi na UV záření, některá chemoterapeutika a 
nekorektní replikaci DNA, které vyvolávají SSB. Poškození je monitorováno kromě již 
zmíněného PCNA-9-1-1 komplexu (Griffith et al., 2002) (viz 2.2.1.1.) i proteinem RP-A 
(Replicative Protein A, replikační protein A). Na RP-A se váže ATR v komplexu s ATRIP 
(ATR-Interacting Protein, protein interagující s ATR) po vzniku poškození DNA. ATR 
aktivovaná pomocí 9-1-1 předává signál dále na CHK1 (CHeckpoint Kinase 1, kináza 1 
kontrolního bodu) (Sörrensen et al., 2004). ATR aktivovaná skrze RP-A fosforyluje 
γH2AX (Forey et al., 2003).  
Aktivní CHK1 (S317, S345) inhibuje aktivitu fosfatázy Cdc25C nezbytnou pro 
přechod z S-fáze do G2-fáze (Bartek et Lukas, 2003), a také aktivuje WEE1 kinázu, která 
je známým inhibitorem CDK (Touny et Banerjee, 2006). Pro uvolnění zástavy cyklu a 
postup buněk do mitózy musí dojít k úspěšné opravě všech lézí na DNA a k deaktivaci 
CHK1. Tuto deaktivaci zajišťují fosfatázy rodiny PP1 (Protein Phosphatase 1, proteinová 
fosfatáza 1), které ji defosforylují (shrnuto v Tapia-Aveal et al., 2009). Existuje ještě další 
způsob aktivace CHK1 a to díky proteinu Claspin (viz 2.2.1.2), který indukuje Cdc25A. 
Snížení exprese proteinu Claspin vede ke snížení aktivace CHK1 dokonce i při poškození 
DNA (Chini et al., 2006). Bylo dokázáno, že buňky nejsou schopny zastavit buněčný 
cyklus v S-fázi v přítomnosti poškození DNA, pouze pokud jsou inhibovány všechny 
kinázy ATM, ATR, CHK1 a CHK2 najednou (di Fagagna et al., 2004). Deplece CHK1 
vede k indukci chromozomální nestability a zlomům fragilních míst chromozomů (Durkin 
et al., 2006). 
ATM-CHK2 a ATR-CHK1 jsou dvě dráhy oznamující poškození DNA. Nejsou to 
dvě větve odlišné signalizace, ale tvoří dobře propojenou koordinovanou síť (viz obr. 2-5) 
(Gatei et al., 2003). Komplex ATM-CHK2 hraje důležitou úlohu také v indukci quiescence 
u terminálně diferencovaných buněk (Lukas et al., 2004).  
2.2.1.4 Efektory poškození DNA 
A konečně poslední skupina proteinů účastnících se DDR kloubí různé efektory 
kontrolních bodů jako jsou již zmíněné fosfatázy Cdc25, proteiny oprav DNA, transkripční 
faktory p53 či E2F (Eukaryotic transkription Factor 2, eukaryotický transkripční faktor 2) 
(Dimri et al., 1996) a Plk (Polo-like kinase, kináza podobná Polo). Rodina Cdc25 zahrnuje 
tři fosfotyrozinové fosfatázy (A,B,C), které mají schopnost defosforylovat CDK a 
regulovat progres buněčného cyklu. Tyto fosfázy jsou fosforylovány CHK1 a/nebo CHK2 
(viz 2.2.1.2. a 2.2.1.3), což vede k vazbě proteinu 14-3-3, který reguluje jejich aktivitu 
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skrze řízenou přímou inhibici, přesun z jádra do cytoplazmy nebo iniciaci proteolytické 
degradace (Telles et al., 2009).  
 
Obrázek 2-5: Schéma signálních drah účastnících se DDR (převzato a upraveno podle Niida et 
Nakanishi, 2006). 
2.2.1.4.1 Nádorový supresor p53 
Fosfoprotein p53 hraje centrální roli v rozhodnutí buňky o zástavě buněčného cyklu, 
inhibici angiogeneze, opravách DNA a indukci apoptózy na základě stimulů DNA 
poškození, hypoxie, deplece nukleotidů nebo aberantní aktivace onkogenů (Zhang et al., 
2005b). Funkční p53 je homotetramer složený z transaktivační, DNA vazebné, 
oligomerizační a regulační domény. Za fyziologických podmínek je v buňce exprimován 
konstitutivně, i když je jeho hladina velmi nízká díky zpětnovazebné autoregulační smyčce. 
Množství p53 je regulováno degradačně skrze ubiquitin-ligázy (ubiqitinylace).  
Transkripční aktivita p53 je regulována post-translačními modifikacemi (Canman et 
al., 1998) v odpovědi na proteinové kinázy (fosforylace na S6, 9, 15, 20, 33, 37, 392), 
histon acetylázy (acetylace na K320, 373, 382 skrze CBP/p300; cAMP Enhancer Binding 
protein (CREB)-Binding Protein, protein vázající CREB) (Fogal et al., 2000), 
metyltransferázy (metylace), SUMO-ligázy (SUMOylace) (Müller et al., 2004) a 
neddylace. Negativní regulace aktivity p53 zahrnuje interakce s fosfatázami (defosforylace 
na S376), histon-deacetylázami (deacetylace) a ubiquitinázami (deubiquitinylace) (shrnuto 
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v Harris et Levine, 2005). Bylo zjištěno, že až v 50% všech typů nádorů je p53 mutován 
(Gorgoulis et al., 2005) a ve zbytku typů jsou narušené p53-dependentní procesy, které 
regulují jeho aktivitu. 
V normální buňce je hladina p53 ovlivněna vazbou k ubiquitin-ligáze HDM2 (Human 
Double Minute 2, myší homolog MDM2) (Kubbutat et al., 1997), která je exprimována 
současně s p53 a zprostředkovává rychlý export p53 do cytoplazmy skrze „zamaskování“ 
jeho transaktivační domény a následně proteazomovou degradaci (Ressler et al., 2006). U 
rostlin je tímto regulátorem Cop-1 (COnstitutively Photomorphogenic 1, protein 
reprimující morfogenezi konstitutivně) (Dornan et al., 2004). Časně při vzniku poškození 
DNA kinázy ATM a ATR fosforylují p53 přímo (S15) nebo nepřímo skze CHK2 (S20), 
čímž inhibují interakci p53 s HDM2 vedoucí ke stabilizaci p53 v cytoplazmě (Zhang et al., 
2005b). ATM zvyšuje tuto stabilizaci navíc fosforylací HDM2 (S123) (Kubbutat et al., 
1997) (viz obr. 2-6). p53 může být aktivován také p38-MAPK (S33 a S46) v odpovědi na 
aberantní aktivaci onkogenů (Lu et al., 2007).  
Klíčovým transkripčním cílem p53 je p21WAF/CIP/SDI1 (dále jen p21), který inhibuje 
aktivitu komplexu cycE-CDK2 (cyclinE-Cyclin Dependent Kinase 2, cyklinE-cyklin 
dependentní kináza 2) (viz 2.4) a tím brání buňce v zahájení replikace DNA. Mezi další 
p53-depedentní proteiny patří např. PCNA, protein 14-3-3 inhibující Cdc25 fosfatázy, p48, 
proapoptotické PUMA, NOXA, BAX, FASR, nebo trombospondin inhibující angiogenezi 
(Harris et Levine, 2005). Později po poškození DNA dochází k poklesu exprese p53 skrze 
snížení koaktivátorů p53 (např. CBP/p300), což mění poměr p53 vůči HDM2 a spolu s a 
defosforylací HDM2 obnovuje autoregulační smyčku (Lu et al., 2007). 
 
Obrázek 2-6: Schéma signalizace ovlivňující stabilizaci p53 (převzato a upraveno Harris et Levine, 
2005). 
Buňky v odpovědi na poškození DNA vyvinuly kromě apoptózy a oprav DNA další 
mechanismus, který také ochraňuje organismus před zhoubným bujením nereparovatelně 
poškozených buněk, jež však nejsou poškozené natolik, aby aktivovaly apoptózu, anebo 
ztratily schopnost apoptózou odpovědět (von Zglinicky et al., 2005). Tímto mechanismem 
je buněčná senescence. 
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2.3 Buněčná senescence 
Buněčná senescence je specializovaná forma terminální diferenciace známá půl 
století. Je to programovaná irreverzibilní zástava buněčného cyklu, která je od roku 1991 
považována za prostředek, vyvinutý v ochraně organismu proti nádorovému růstu paralelně 
k apoptóze (Sager R., 1991). V současné době je tato hypotéza, že senescence limituje 
nadměrnou nebo abnormální proliferaci buněk vystavených různým endogenním či 
exogenním poškozujícím vlivům, obecně uznávanou skutečností (Bartková et al., 2006; 
Collado et al., 2007; Di Micco et al., 2006; von Zglinicky et al., 2005). 
Bylo popsáno několik případů existence senescentních buněk také in vivo v tkáních se 
sebeobnovnou schopností, např. endotelová tkáň cévního systému, kostní dřeň, epitelová 
tkáň (Campisi et di Fagagna, 2007), a konkrétně byly nalezeny senescentní melanocyty 
pigmentových névů (Michaloglou et al., 2005). Senescence je fenomén spojený se 
stárnutím normálních buněk kultivovaných in vitro a stárnutím celého organismu (de 
Lange, T., 2002). Vztah mezi těmito jevy je možné vysvětlit kryptickou akumulací 
poškození DNA, které je nereparovatelné (Sedelníková et al., 2004). Senescentní buňky 
objevené in vivo přispívají k procesu stárnutí svou akumulací ve tkáni a také limitací 
sebeobnovného potenciálu kmenových buněk („loss of stem cell pool“) (Collado et al., 
2007). V současné době existují dva typy buněčné senescence: replikační a předčasná 
buněčná senescence. 
2.3.1 Replikační buněčná senescence 
Před více jak 40 lety byla objevena specifická zástava proliferace normálních lidských 
buněk po dlouhodobé kultivaci in vitro (Hayflick et Moorhead, 1961). Později bylo 
zjištěno, že je délka života buněk omezena (tzv. Hayflickův limit). Tato skutečnost je 
v současné době zpochybňována, protože u kmenových buněk není limit určen a u myších 
buněk dochází po zhruba deseti děleních k imortalizaci. Proliferační potenciál je definován 
integritou a délkou telomer a u kmenových nebo progenitorových buněk expresí 
telomerázy (Harley et al., 1990).  
Současná hypotéza délky telomer vysvětluje replikační senescenci jako důsledek 
zkrácení telomer. Telomery jsou tandemová zakončení lineárních chromozomů, která se při 
každé replikaci zkracují díky neschopnosti standardní DNA polymerázy plně 
dosyntetizovat opožďující se vlákno DNA (Olovnikov A. M., 1973). Telomeráza je 
ribonukleoproteinový enzym, který katalyzuje jejich de novo syntézu a tím udržování. 
Normální buňky tento enzym exprimují na velmi nízké hladině, proto dochází ke 
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zkracování telomer (shrnuto v Sharpless et DePinho, 2004). Za určitý počet dělení, který je 
závislý na druhu buňky i organismu (od kvasinek přes rostliny k živočichům), dojde ke 
kritickému zkrácení až na kritickou úroveň s euchromatinem a buňka nechráněné konce 
chromozomů rozpoznává jako poškození DNA ve formě DSB (di Fagagna et al., 2003). 
Toto poškození DNA je příčinou zástavy buněčného cyklu, které in vivo vede k indukci 
apoptózy, a v případě buněk kultivovaných in vitro k indukci fenoménu, který byl nazván 
replikační senescencí („replicative cellular senescence“) (shrnuto v Gewirtz et al., 2008).  
Díky biochemickým experimentům dokazujícím nestabilitu telomer bylo zjištěno, že 
transformované buňky získávají neomezený proliferační potenciál reaktivací telomerázy a 
méně často aktivací alternativního mechanismu prodlužování telomer (Sharples et 
DePinho, 2004).  
2.3.2 Předčasná buněčná senescence 
Před dvěma desetiletími popsali W.O´Brien a R. Sager objev trvalé zástavy 
proliferace u lidských fibroblastů v odpovědi na virovou infekci a nezávisle na 
proliferačním potenciálu (O´Brien et al., 1987). V roce 1991 bylo také zjištěno, že se 
primární myší fibroblasty přestávají dělit a mění svou morfologii pod působením etanolu 
nebo tert-butylhydroperoxidu (Toussaint et al., 1991). Buňky akumulují proteiny p53 a 
p16INK4A (dále jen p16) a fenotypicky se neodlišují od buněk, které podstupují replikační 
senescenci. Tento nově objevený fenomén, který není závislý na délce telomer, byl nazván 
stresem indukovanou předčasnou senescencí („stress-induced premature cellular 
senescence“). Tento název byl později po objevech podobných typů senescence podřazen 
pod pojem předčasná senescenci (Premature cellular Senescence nebo „accelerated cellular 
senescence“, dále jen PS) (Serrano et al., 1997). 
Existence PS byla od té doby dokázána také u mnoha druhů lidských buněk (Zhu et 
al., 1998). PS může být vyvolána in vitro a in vivo pleiotropní skupinou stimulů, které 
představují buněčný stres. Fyziologický stres působící na buňky má kumulativní charakter 
a vnější stres může vyvolat další vnitřní stres. Příkladem, kromě zmíněné aberantní 
aktivace onkogenů a oxidačního stresu, je také působení látek poškozujících DNA, 
neadekvátní růstové podmínky nebo změna ve struktuře chromatinu (Campisi et di 
Fagagna, 2007).  
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2.3.2.1 Společná charakteristika 
Buňky podstupující replikační nebo předčasnou senescenci jsou viabilní a zůstávají 
metabolicky aktivní in vitro po mnoho měsíců až 4 roky. Bylo zjištěno, že se od replikačně-
kompetentních buněk odlišují v mnoha fenotypických parametrech (Dimri G.P., 2005). 
Senescentní buňky mají změněnu morfologii (velikost, viz obr. 2-7A) (Bemiller et Lee, 
1978) a biochemické či fyziologické vlastnosti jako je zvýšená adherence (Hayflick et al., 
1977) a heterochromatinizace umlčující transkripci (SAHF, Senescence-Associated 
Heterochromatin Foci) prezentovaná „DAPI foci“ (viz obr. 2-7B) (Narita et al., 2003), dále 
delecí mitochondriální DNA (Dierick et al., 2002), zvýšením inhibitorů buněčného cyklu 
(např. p53, p21, pRb, p16) (Serrano et al., 1997), snížením c-Fos (Bringold et Serrano, 
2000), zvýšením počtu autofagických vakuol lysozomálního kompartmentu se zvýšenou 
expresí enzymu SA-β-Gal (Senescence-Associated β-Gal, se senescencíspojenou β-
galaktosidázou) prezentovanou modrým zbarvením v cytolazmě buněk(viz obr. 2-7A) 
(Dimri et al., 1995), délkou telomer (di Fagagna et al., 2003), perzistentní DDR (PDDF, 
viz obr. 2-7C a 2.2.1.3.1.1) (Rodier et al., 2009) a hladinou produkovaných ROS (Duan et 
al., 2005). Ze studie porovnávající proteomy obou druhů buněčných senescencí vyšlo 
najevo, že nejsou zcela identické v souboru exprimovaných proteinů (Dierick et al., 2002). 
 
Obrázek 2-7: Příklady morfologických a biochemických změn senescentních buněk. A) exprese SA-
β-Gal (měřítko 5 μm) (převzato a upraveno od Dr.Hany Hanzlíkové), B) SAHF (měřítko 0,5 μm), C) 
PDDF (měřítko 0,5 μm) (převzato a upraveno od Soni Hubáčkové).  
Senescentní buňky nejsou schopny exprese genů pozitivně regulujících proliferaci 
dokonce ani v případě suprafyziologických mitogenních stimulů. To je odlišuje od 
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quiescentních buněk, které se po přijetí mezibuněčného signálu vrátí zpátky do cyklu 
(shrnuto v tab. 2-1) (Narita et al., 2003). Od terminálně diferencovaných buněk se 
senescentní buňky odlišují specifickou histochemickou detekcí SA-β-Gal (Dimri et al., 
1995). 
Tabulka 2-1: Charakteristiky buněčné senescence. 
Vlastnosti Quiescence Replikační senescence Stresem indukovaná předčasná senescence 












permanentí poškození DNA 
Morfologické 
změny beze změn 
zvětšený objem a plocha 
buněk, 
zvětšené jádro, 
přítomnost stresových granul 
v cytoplazmě 
zvětšený objem a plocha 
buněk, 
zvětšené jádro, 
přítomnost stresových granul 
v cytoplazmě 
Změny 
chromatinu beze změn 
SAHF 








změny beze změn SA-β-gal SA-β-gal 
Změna exprese 
exprese c-FOS sérem 
inducibilní, 
nízká exprese PAI 
exprese c-FOS sérem 
neinducibilní, 
vysoká exprese PAI 
exprese c-FOS sérem 
neinducibilní, 
vysoká exprese PAI 
Inhibitory b. 
cyklu p53, p21, p27, pRb p53, p21, p16/ARF, pRb p53, p21, p16/ARF, pRb 
 
V současné době je na oba typy senescence nahlíženo jako na mechanismy paralelní, 
které se mohou vyskytnout v každé buňce bez ohledu na proliferační potenciál. Buňky, jež 
jsou nejrezistentnější k poškození DNA, jsou nakonec zastaveny přirozeným poškozením 
telomerické DNA. Buňky méně rezistentní přecházejí do PS po poškození na jiných 
místech genomu (Campisi et di Fagagna., 2007).  
PS je dělena podle mechanismu indukce na tři podtypy: oxidačním stresem 
indukovaná senescence, onkogeny indukovaná senescence a chemicky indukovaná 
senescence. Postupem doby se však ukazuje toto rozdělení jako příliš jednoduché, protože 
např. onkogeny indukovaná senescence je spojena také s poškozením DNA, které je 
vyvoláno replikačním stresem a ROS (Bartková et al., 2006; Di Micco et al., 2006). 
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2.3.2.2 Onkogeny-indukovaná předčasná senescence 
První indukce trvalé zástavy buněčné proliferace, nezávislé na délce telomer, byla 
popsána v roce 1987 při infekci normálních lidských buněk virem, který nesl virový 
onkogen Ras (O´Brien et al., 1987). Protein Ras se řadí k malým GTP-vazebným 
proteinům, které přenášejí mitogenní signál z membránových receptorů na tyrozinové 
kinázy. Onkogenní aktivace mitogenních signálních kaskád PTEN (Phosphatase and 
Tensin homologue deleted on chromosom TEN) (viz 2.4.1) nebo p38-MAPK (p38- Mitogen 
Activated Protein Kinase, proteinová kináza aktivovaná mitogeny), kterých je protein Ras 
součástí (Lin et al., 1998), byla později nalezena u buněk s blokovaným buněčným cyklem 
v pozdní fázi G1, jež vykazovaly vlastnosti buněčné senescence (Serrano et al., 1997). Od 
té doby bylo popsáno mnoho podobných případů i u jiných druhů organismů, např. u 
hlodavců (Lowe et al., 2004), a tento typ byl pojmenován jako předčasná senescence 
indukovaná aberantní aktivací onkogenů (Di Micco et al., 2006).  
Dosud byly identifikovány nejméně tři buněčné odpovědi na onkogenní stres: formace 
heterochromatinových fokusů (SAHF), aktivace opravných mechanismů poškození DNA a 
negativní zpětná vazba potlačení onkogenních signálních drah (Cichowski et Hahn, 2008). 
Buněčná odpověď na poškození DNA souvisí s aberantní aktivací onkogenů, která vede 
k zástavě buněčného cyklu a indukci senescence nebo programované buněčné smrti. 
Indikátory poškození DNA korelují s indikátory senescence a experimenty na buněčných 
kulturách naznačují, že onkogeny indukovaná senescence vyžaduje perzistentní aktivaci 
DDR (shrnuto v Bartek et al., 2007). Na druhou stranu však některé experimenty s těmito 
onkogeny ukazují, že jejich aberantní aktivace nemá schopnost aktivovat odpověď buňky 
na poškození DNA. Příkladem je aktivace cyklinu D a současná deaktivace inhibitoru 
buněčného cyklu p16 (Tort et al., 2006). Ukázkou onkogenů, které patří do kategorie 
„indukujících senescenci“, jsou cyklin E, Cdc6, p16/ARF (Bartková et al., 2006), H-Ras 
(Serrano et al., 1997), c-mos, Cdc25A, E2F1, STAT5, c-Myc (Collado et al., 2007; Di 
Micco et al., 2006) a H-Raf. Studie ukázaly, že tento typ senescence také představuje 
bariéru karcinogeneze (Bartková et al., 2006). 
2.3.2.3 Předčasná buněčná senescence indukovaná oxidačním stresem 
Normální lidské diploidní fibroblasty exponované subcytotoxickým koncentracím 
látek jako jsou peroxid vodíku (Duan et al., 2005) a ethanol (Chen et al., 1995) zastavují 
proliferaci a vykazují mnoho vlastností předčasné senescence již několik dní po expozici 
(Pascal et al., 2005). Obě látky jsou zvyšují produkci intrabuněčných ROS, které poškozují 
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nukleové kyseliny, proteiny a lipidy. To je příčinou abnormálních změn v metabolismu 
buňky, zejména změn v genové expresi a indukci senescence (shrnuto v Wei et al., 2009). 
ROS jsou ionty nebo radikály formované v nekompletní jedno-elektronové redukci kyslíku 
buněčného respiračního řetězce. Bylo zjištěno, že v patofyziologii rakoviny manifestují 
ROS dvě role: podporují karcinogenezi skrze aktivaci Ras-Raf-Mek1/2-Erk1/2 dráhy a také 
tlumí karcinogenezi skrze p38-MAPK. Konstitutivní aktivace signální dráhy p38-MAPK je 
také příčinou onkogeny indukované senescence (viz 2.3.2.2), replikační senescence a 
kontaktní inhibice (shrnuto v Pan et al., 2009). ROS vyvolávají mutace, které jsou 
potlačitelné jejich atenuátory („Ros scavengers“) (Morgan et al., 2003). 
2.3.2.4 Chemicky indukovaná předčasná senescence 
Chemicky indukovaná senescence představuje geneticky kódovaný buněčný program, 
který může být indukován in vitro i in vivo (Ronninson I.B., 2003) chemicky různorodými 
látkami, jež vyvolávají poškození DNA podobné působení ionizujícímu záření 
(radiomimetiky). Chemoterapeutika používaná pro léčbu maligních nádorů jsou 
designovaná na odstranění nemoci skrze deprivaci nádorových buněk v jejich 
reprodukčním potenciálu. Tento efekt je realizován indukcí apoptózy, ale často v případě 
nedokonalého nebo i vedlejšího účinku („bystander effect“) chemoterapeutika 
(metabolický rozklad) (Kuong et Kuzminov, 2009) dochází pouze ke ztrátě buněčného 
sebeobnovného potenciálu („self-renewal potential“) a podstoupení trvalé zástavy cyklu 
podobné replikační senescenci (Gewirtz et al., 2008). Předčasná senescence těchto buněk je 
indukována nereparovatelným poškozením DNA, které potlačuje proliferaci buněk indukcí 
replikačního stresu, a byla nazvána chemicky indukovanou buněčnou senescencí 
(Chemically-Induced cellular Senescence). 
Mezi látky používané v chemoterapii patří např. inhibitory topoizomerázy II etoposid 
(Caldecott et al., 1990), actinomycin D (Potmesil et al., 1988) a adriamycin (Elmore et al., 
2002), inhibitor topoizomerázy I kamptotecin (Rothenberg M.L., 1997), látka spojující 
řetězce kovalentní vazbou DNA cisplatina (Gonzalez et al., 2001), inhibitor ribonukleotid 
reduktázy hydroxymočovina (Saban et Bujak, 2009), inhibitor DNA polymeráz α a δ 
afidikolin (Dhillon et al., 2003), inhibitor histondeacetyláz trichostatin A (Yoshida et al., 
1995) a antibiotikum distamycin A (Chandra et al., 1970), popř. látky s nepřímým účinkem 
na DNA (např. paclitaxel nebo vinkristin proti polymeraci mikrotubulů) (Gewirtz et al., 
2008). S.J. Robles zjistil, že cisplatina, adriamycin a etoposid zastavují buněčný cyklus a 
vyvolávají PS u heterogenní populace buněk v délce několika málo dní. Cisplatina dovede 
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vytvořit tento blok dokonce s minimální toxicitou, ale kamptotecin buňky zastavuje jen 
dočasně, protože po odmytí z média dochází k obnovení proliferace (Robles et al., 1999).  
Mechanismem účinku všech genotoxických látek je indukce SSB a DSB. V případě, 
že látka indukuje pouze SSB, toto poškození je při opravě konvertováno v mnohem 
závažnější DSB. Zlomy v DNA jsou různě účinné podle toho, jaké geny přerušují (Limoli 
et al., 1996). Některé látky vyvolávají zlomy DNA nepřímo, např. bleomycin skrze 
produkci ROS (Huang et al., 1996). Jiné látky indukují více stejně závažných účinků, např. 
actinomycin D inhibuje kromě topoizomerázy II rovněž topoizomerázu I a také transkripci 
(Froelich-Ammon et Osheroff, 1995), nebo hydroxyurea kromě inhibice ribonukleotid 
reduktázy také svou nestabilitou produkuje ROS (Kuong et Kuzminov, 2009). 
Chemicky indukovaná senescence je charakterizovaná podobnými vlastnosti jako 
replikační senescence. Buňky se mění morfologicky, jsou větší a cytoplazmu mají bohatou 
na stresová granula (Robles et Adami, 1998). Exprese proteinů prezentuje např. 
zvýšení SA-β-gal (Janderová-Rossmeislová et al., 2007) a proteinů inhibujících buněčný 
cyklus: p53, p21, pRb a p16/ARF. Mezi další změny patří PDDF, SAHF, tvorba mikrojader 
(Blažková et al., manuskript v revizi) a rezistence k proapoptotickým stimulům (Campisi et 
di Fagagna, 2007). 
2.4 Buněčný cyklus senescentní buňky 
Buněčný cyklus normálních buněk je v každém okamžiku kontrolován komplexy 
cyc/CDK (CYClin/CDK), které jsou stimulovány úspěšným dokončením jedné fáze před 
vstupem do následující fáze (viz obr. 2-8) (Lukas et al., 2004).  
 




Jejich funkce je ovlivněna inhibitory, které jsou v případě poškození DNA aktivovány 
známými drahami ATM-CHK2-p53-p21 a p16-pRb (viz 2.2.1.3.1). Mezi inhibitory CDK 
kromě rodiny WEE1/Myt1 (Touny et Banerjee, 2006) patří rodiny INK4 (INhibitor of 
Kinase 4, inhibitor kinázy 4) a CIP (CDK Inhibitory Proteins, inhibiční proteiny CDK). 
Rodina INK4 inbibuje specificky jen komplex cycD/CDK4 a cycD/CDK6 a zahrnuje 
p15INK4B (dále jen p15), p16, p18INK4C, p19INK4D (myší homolog p14). Do rodiny CIP (nebo 
také KIP), která inhibuje všechny komplexy cyc/CDK, patří proteiny p21, p27KIP1 (dále jen 
p27), p57KIP2 (shrnuto v Ortega et al., 2002). Z těchto inhibitorů mají v indukci senescence 
nejdůležitější roli p16, p21 a p17, které jsou součástí signálních drah: pRb-p16, p14/ARF-
p53-p21 a PTEN-p27 (viz obr. 2-9).  
2.4.1 Kontrolní bod G1/S 
Zástava buněčného cyklu lidských buněk na přelomu fází G1/S je realizována předně 
aktivací drah p14-p53-p21 a p16-pRb (RetinoBlastoma protein, protein retinoblastomu) 
(Pascal et al., 2005). Poškození DNA v S-fázi je monitorováno třemi kontrolními body 
(Bartek et al., 2004). Rozhodnutí o tom, zda konkrétní buňka zastaví proliferaci nebo 
přejde do apoptózy, závisí na mnoha faktorech, ke kterým se řadí mutace, inaktivace 
regulačních komponent cyklu, přítomnost mitogenů, specifita buněčné linie a míra a typ 
poškození DNA (White E., 1996). V současné době není známo, jaká signalizace řídí 
indukci senescence. Bylo zjištěno, že buňky hlodavců nepodstoupí senescenci v případě, 
pokud je inaktivována dráha p53-p21. Lidské buňky ve srovnání s myšími tuto senescenci 
podstupují, protože dráha p53-p21 je nahrazena p16-pRb (shrnuto v Cichowski et Hahn, 
2008).  
p53 je protein s velmi krátkým poločasem, který je ve své prosenescentní a 
proapoptotické aktivitě regulován zejména fosforylacemi, acetylacemi a ubiquitinylacemi 
(viz 2.2.1.4.1). Proteiny p19 a p16 jsou kódovány jedním lokusem genu ARF. Poškození 
DNA aktivuje expresi p19, jenž inhibuje interakci HDM2 s p53. Tím p53 stabilizuje a 
umožňuje aktivaci jeho přímého efektoru p21, který inhibuje cycE/CDK2 (shrnuto v 
Besson et al., 2008). Exprimovaný p16 inhibuje cycD/CDK4 a tím nedovoluje indukovat 
uvolnění E2F (Eukaryotic transcription Factor 2, eukaryotní transkripční faktor 2) 
z asociace s pRB (viz obr. 2-6 a 2-9) (Dimri et al., 1996). S oběma těmito drahami 
interferuje několik onkogenů. Nadměrná exprese onkogenu Bmi1, což je člen komplexu 
PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1), vede ke konstitutivní represi p19, přemíra 
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exprese HDM2 destabilizuje p53 a přemíra exprese cyklinu D nebo CDK4 obchází p16. 
Všechny tyto interakce inhibují indukci senescence (shrnuto v Bringold et Serrano, 2000).  
Mezi proteiny, které jsou součástí zpětnovazebných smyček p53, patří Wnt/β-catenin, 
IGF1/PKB (Insuline-like Growth Factor/Protein Kinase B, proteinová kináza B), pRb/E2F, 
p38-MAPK, cyc/CDK, p19/ARF a Jak/STAT (shrnuto v Harris et Levine, 2005). Např. 
p38-MAPK indukuje expresi p16 nebo p19/ARF, které s p53-p21 vedou k navození Ras-
indukované senescence in vivo (Pan et al., 2009). Aberantní aktivace Ras vyvolává 
senescenci charakterizovanou indukcí obou drah (p53-p21 a pRb-p16). Inhibitor p16 bývá 
u některých typů buněčné senescence nahrazen p15 (Collado et al., 2005).  
PTEN (Phosphatase and Tensin homologue deleted on chromosom TEN, homolog 
fosfatázy a tensinu deletovaný na chromozomu 10) je nádorový supresor, který je 
antagonistou kináz PI3-K a katalyzuje ve funkci fosfatázy konverzi fosfatidylinositol-3,4,5-
trifosfátu (PIP3) na 4,5-difosfát (PIP2). Přemíra exprese PTEN vede ke snížení PIP3 a 
k indukci inhibitoru CDK p27 (viz obr. 2-8) (shrnuto v Bringold  et Serrano, 2000).  
 
Obrázek 2-9: Schéma signalizace podporující indukci senescence (převzato a upraveno z Bringold 
et Serrano, 2000).  
2.4.2 Kontrolní body S-fáze 
Od S-fáze až po část G2-fáze koordinují buněčné procesy tři kontrolní body, které 
monitorují replikaci DNA. Replikace je inhibována v případě rozpadu enzymatického 
komplexu replikační vidličky v odpovědi na různé stresové stimuly, např. deplece 
některého z dNTP, chemická inhibice DNA polymerázy nebo poškození DNA. Buňky 
vyvinuly k prevenci inciace replikace DNA také mechanismus kontroly opětovné replikace 
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již jednou replikovaných úseků DNA a dovolují návratu k replikaci po opravení poškozené 
DNA nebo po obnovení poměru dNTPs (Brachmann et Kmiec, 2005). Uvedené vlastnosti 
mají na starosti celkem tři kontrolní body S-fáze: replikační, S/M kontrolní bod a intra-S-
fázní kontrolní bod. 
Replikační kontrolní bod má dvě funkce: inhibuje inciaci rizikové replikace DNA 
skrze deaktivaci komplexů cyc/CDK typických pro S-fázi (cycE/CDK2) a chrání schopnost 
replikační vidličky pokračovat v syntéze DNA. U inhibice replikačních vidliček se 
uplatňují senzory PCNA-9-1-1, s nimi spojené ATR a ATRIP a signalizace skrze CHK1 
(viz 2.2.1.1). Kontrolní bod S/M zabezpečuje, aby buňky nepřešly do mitózy, dokud není 
genom kompletně zreplikován. Deficit funkce tohoto bodu způsobuje mitotické katastrofy. 
Intra-S-fázní kontrolní bod inhibuje replikaci po vzniku poškození DNA mimo aktivní 
replikony (viz 2.2.1.3.1.1) (shrnuto v Bartek et al., 2004). 
2.4.3 Tkáňové mikroprostředí senescentních buněk 
Působení chemoterapeutik nebo ozařování vedlejším efektem usmrcuje buňky tkáně, 
které nejsou nádorové, pravděpodobně skrze difúzi smrt-podporujících faktorů, 
produkovaných poškozenými buňkami. Tento vedlejší efekt chemoterapeutik kromě 
indukce buněčné smrti zastavuje i buněčný růst, vyvolává poškození DNA a také 
senzitizuje buňky k aktivaci vnitrobuněčných drah monitorujících poškození DNA 
(Sedelníková et al., 2007). Podobný účinek byl zjištěn in vitro při působení kondiciovaného 
média na normální buňky, které bylo získáno z buněk uvedených do předčasné senescence 
(Nováková et al., manuskript v revizi; Rodier et al., 2009). Protože senescentní buňky 
zůstávají metabolicky aktivní, sekretují množství solubilních látek, které mohou mít různé 
biologické aktivity na své okolí (Di et al., 2008) (viz obr. 2-10). 
Při studiu sekrece cytokinů senescentními buňkami in vitro bylo zjištěno, že kromě 
komponent extracelulární matrix, enzymů modifikujících matrix a dalších molekul, 
sekretují velké množství cytokinů, např. IL1α, IL6, IL-8, IL24, TGFβ a IFNβ (Nováková et 
al., manuskript v revizi). Některé z nich byly nalezeny i v sekretomu senescentních buněk 
benigních nádorů a preneoplastických lezí (Acosta et al., 2008; Bartková et al., 2006; 
Collado et al., 2007; Di Micco et al., 2006; Katakura et Nakata, 1999; Kuilman et al., 
2008; Michaloglou et al., 2005). Působení různých cytokinů má na buněčnou proliferaci 
antagonistický efekt. Protože se vedle sebe současně vyskytují atrofie i hyperplazie, byla 
navržena hypotéza, že senescentní buňky in vivo mohou tumorogenezi podporovat i 




Obrázek 2-10: Potenciální škodlivý efekt senescentní buňky ve tkáni. Změněný cytokinový profil 
sekretují buňky poškozené, nádorové i senescentní (převzato a upraveno z Campisi et al., 2007). 
Schopnost některých chronicky působících cytokinů vyvolat poškození DNA in vitro 
indikuje jejich nepříznivou roli v udržování tkáňové homeostázy. Působení IFNβ vyvolává 
tvorbu ROS, které poškozují DNA a aktivují ATM-CHK2-p53 (Moisseva et al., 2006). 
Prozánětlivé cytokiny mohou vyvolat poškození u buněk mimo primární nádor a tím 
přispět k rozšíření buněk s nestabilním genomem (Campisi et al., 2005). Výzkum se nyní 
soustředí na rozřešení sekrece cytokinů senescentními buňkami skrze indukci cytokinových 
drah. Mezi jednu z takových signalizací patří také signální dráhy Jak/STAT, které jsou 
IFNs nejen indukovány, ale také indukují expresi IFNs.  
2.5 Signální dráhy JAK/STAT 
DDR je velmi komplexní a vede skrze několik různých větví, které jsou aktivovány 
kinázou ATM. Jedna z těchto větví spojuje substrát ATM, kterým je p53 (viz 2.2.1.3 a 
2.2.1.4.1), také se signální dráhou Jak/STAT. Nejdůležitějším členem dráhy je STAT1 
(Signal Transductor and Activator of Transcription 1, signální transduktor a aktivátor 
transkripce 1). Tento transkripční faktor ovlivňuje DDR regulací exprese 53BP1 a MDC1 
(Townsend et al., 2005), aktivitu p53 skrze indukci exprese jeho substrátů a stabilitu p53 
skrze inhibici HDM2 (shrnuto v Youlyouz-Marfak et al., 2008). Signální dráhy Jak/STAT 
mají důležitou roli jak v nádorové supresi, tak i podpoře růstu nádoru (Turkson et Jove, 
2000). Nádorový supresor STAT1 je v antagonistickém vztahu s dalším důležitým členem 
dráhy, onkogenem STAT3 (a popř. STAT5). Aktivace Jak/STAT byla prokázána také u 
buněk, které podstoupily chemicky indukovanou buněčnou senescenci (Nováková et al., 
manuskript v revizi). 
2.5.1 Obecný mechanismus aktivace Jak/STAT  
Transkripční faktory STAT mají důležitou roli v buněčném růstu, promoci apoptózy, 
suprese karcinogeneze a také v regulaci funkce imunitního systému (Shuai K., 2006). Do 
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dnešního dne bylo identifikováno celkem sedm členů rodiny STAT: STAT1, STAT2, 
STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B a STAT6 (Ebong et al., 2004). Všechny STAT 
proteiny jsou cytoplazmatické a aktivované Jak kinázami (Janus Kinase) fosforylací na 
některém z tyrozinů. Rodina Jak kináz zahrnuje Jak1, Jak2, Jak3, Jak4 a Tyk2, které jsou 
aktivované membránovými receptory pro cytokiny (Darnell et al., 2004). Ligand vážící se 
na receptor způsobí jeho dimerizaci doprovázenou konformační změnou, jež vede k 
autofosforylaci částí receptoru a přenosu tohoto signálu na solubilní Jak kinázy a z nich na 
dále STAT. Jelikož STAT obsahují SH2 (Src Homology domain 2, homologní doména 
Src), mohou skrze ni dimerizovat a umožnit aktivační autofosforylaci na tyrozinech své 
transaktivační domény (Bluyssen et al., 1996). Aktivované dimery STAT-STAT jsou 
translokovány do jádra, kde ve funkci transkripčních aktivátorů spouští expresi STAT-
responzívních genů (Liao et al., 2000) (viz obr. 2-11). 
 
Obrázek 2-11: Schéma obecné aktivace Jak/STAT. 
Strategie pro vývoj chemoterapeutik se vyvíjejí velkou rychlostí a jsou cíleny na 
mnohdy velmi detailní poruchy v nitrobuněčné signalizaci nádorových buněk. Protože 
signální dráha Jak/STAT je narušena (nejčastěji dochází k aberantní aktivaci) u velkého 
množství typů nádorů, patří její regulace mezi jeden z předpokladů cílené suprese 
nádorového růstu. Mezi mechanismy, které jsou využívány pro výzkum regulace 
Jak/STAT, je zahrnuta RNAi ovlivňující expresi STAT, dále protilátky a antagonistické 
molekuly neutralizující receptory aktivačních ligandů, inhibitory S/T-kináz nebo Y-kináz 
interferujících s Jak/STAT, proteiny regulující fyziologickou aktivaci a inhibující 
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dimerizaci nebo způsobující rozpad dimerů komponent dráhy, inihibitory translokace 
STAT a jejich vazby na DNA (shrnuto v Turkson et Jove, 2000). 
2.5.2 Regulace JAK/STAT cytokiny 
V tkáňovém mikroprostředí buněk dochází k interakcím cytokinů s receptory na 
buněčném povrchu, odkud mohou skrze signální dráhy měnit expresi genů v jádře v řádech 
několika minut. Transkripční faktory rodin STAT a C/EBP a NF-κB jsou členy dobře 
prostudovaných signálních kaskád, které jsou aktivované právě cytokiny. Fyziologická 
funkce proteinů STAT byla analyzována s využitím genetických delečních studií. Jejich 
výsledkem bylo zjištění, že různé proteiny STAT mají po aktivaci cytokinového receptoru 
schopnost indukovat transkripci vysoce specifických genů. 
Dráhy Jak/STAT jsou aktivovány více než 50 druhy cytokinů/chemokinů, hlavně 
IFNs (InterFeroNs, interferony α, β a γ) a ILs (InterLeukins, interleukiny 2,3,4,5,6,7,10 a 
12) dále GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating Factor, faktor stimulující 
kolonie granulocytů a monocytů), EPO (ErythroPOetin, erytropoetin), prolaktinem, GF 
(Growth Factor, růstový hormon), EGF (Epidermal Growth Factor, epidermální růstový 
faktor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor, růstový faktor odvozený od krevních 
destiček) a dalšími (Shuai K., 2006). Podle druhu cytokinu se rozlišují např. dráhy IFN-
Jak/STAT nebo IL6-Jak/STAT, které řídí transkripční aktivaci ISGs (Interferon-Stimulated 
Genes, interferon-stimulovaných genů) (Platanias L.C., 2003). Signální dráha IFN-
Jak/STAT je kaskádou závislou na IFN, která aktivuje ISGs zejména skrze STAT1. Dráha 
IL6-Jak/STAT je závislá na IL6 a EGF, jež aktivuje ISGs zejména skrze STAT3 (Norkina 
et al., 2008). 
Vedle IFN-stimulované kanonické signální dráhy Jak/STAT je postupně odkrývána 
také komplikovaná síť dalších signálních drah, skrze něž jsou aktivovány stovky genů 
stimulovaných interferony (Der et al., 1998). Mezi tyto ISGs patří např. nádorové 
supresory p53 a IRF1 (Takaoka et al., 2003). Jednou z důležitých drah je také p38-MAPK 
(viz 1.5.2.1), která je indukována IFN typu I. Tato aktivace zahrnuje protein mTOR, 
který skrze kinázu p70S6 a deaktivaci translačního represoru eIF4-BP1 (Eukaryotic-
Initiation-Factor 4-Binding Protein 1) reguluje translaci, také inhibuje HMD2 a WEE1 
kinázu důležitou pro deaktivaci CDK na Y14 a T15 (viz 2.4.1) (Kaur et al., 2004). Dalšími 
proteiny, které jsou rekrutovány k receptoru aktivovanému naopak IFN typu II, jsou např. 
Src, PI3-K a MyD88 (MYeloid Differentiation primary response gene 88). Tyto aktivují 
kaskády MAPK, Akt/PKB, CaMKII (CAlcium/calModulin Kinase II) a IKK/NF-κB 
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(Inhibitor Kappa B Kinase/Nuclear Factor Kappa B, inhibitor kinázy kappaB/jaderný faktor 
kappaB) (shrnuto v Gough et al., 2008). 
2.5.2.1 Interferony a geny stimulované interferony 
Rodina cytokinů typu interferonů zahrnuje IFN typu I (α,β,δ,κ a ω) a typu II (γ). 
Interferony představují druhově specifickou pleiotropní skupinu cytokinů, které mají 
důležitou roli v antivirové a imunomodulační odpovědi (Platanias L.C., 2003). K dosažení 
vhodné fyziologické reakce na různé podněty intereagují IFNs synergicky (Coccia et al., 
1995).  
Interferony typu I jsou syntetizovány a sekretovány buňkami v reakci na přítomnost 
virové nebo syntetické dsRNA v cytoplazmě. IFN typu II jsou produkovány v odpovědi na 
mitogeny a antigeny (Norkina et al., 2008). Oběma typům IFN je společné, že jsou jejich 
promotory mimo jiné složeny z jednoho nebo dvou tradičních elementů: ISRE (Interferon 
Sensitive Responsive Element, interferon senzitivní responzivní element) a GAS (Gamma 
Activated Site, gamma aktivované místo) (Darnell et al., 1994). Z těchto elementů jsou 
složeny také promotory genů, jejichž exprese je stimulována právě IFNs. Obecně existuje 
ISRE v promotoru ISGs někdy v mnoha kopiích a minoritně i několika variacích.  
ISRE element je pro aktivaci IFN zcela nezbytný (Wesoly et al., 2007) a je 
rozpoznáván homodimerem STAT1 nebo komplexem ISGF3 (IFN-Stimulated Gene Factor 
3, faktor genů stimulovaných interferony 3), který je složený z heterotrimeru STAT1, 
STAT2 a IRF-9 (Interferon Regulated Factor 9, interferon-regulačního faktoru 9, nebo 
také p48) (Bluyssen et al, 1996). STAT1 tedy může indukovat expresi IFNs a všech ISGs, 
které mají v promotoru stejný element.  
2.5.2.1.1 Aktivace STAT1 
STAT1 je aktivován fosforylací na Y701, která vede k dimerizaci, translokaci do 
jádra, kde spouští transkripci ISGs (shrnuto v Zhang et al., 2006). Navíc k této fosforylaci 
je také aktivován na S727 skrze p38-MAPK dráhu v odpovědi na IFNα a některé typy 
buněčného stresu (Platanias L.C., 2003). Serinová fosforylace je nezávislá na aktivaci 
tyrozinové a nemá žádný účinek na formaci dimerů STAT1 již aktivovaných na tyrozinu, 
ani na jejich translokaci do jádra nebo vazbu na DNA. Nicméně aktivace přes S727 
umožňuje maximální aktivaci STAT1, ale také proteazomovou degradaci (Zhang et al., 
2006). STAT1 je aktivován na S727 kromě p38-MAPK také v odpovědi na mnoho druhů 
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kináz, např. PI3-K/PKB (Nguyen et al., 2001), PKC (Protein Kinase C, protein kinase C) 
(Uddin et al., 2002) a CaMKII (Nair et al., 2002) (viz obr. 2-12).  
 
 
Obrázek 2-12: Schéma signalizace IFN-Jak/STAT (převzato a upraveno z Darnell et al., 1994). 
STAT1 tvoří dimery také se STAT2 a STAT3. Heterodimery STAT1-STAT2 jsou 
silnějšími transkripčními induktory než homodimery STAT1-STAT1. V odpovědi na 
indukci IFN typu I jsou transkribovány STAT1α a β, STAT2, 3, 4, 5 a 6 (Wesoly et al., 
2006). Interferony typu II indukují transkripci STAT1α, STAT2 a 3. Aktivované dimery 
indukují expresi ISGs s elementy ISRE a/nebo GAS v promotoru (shrnuto v Zhang et al., 




Obrázek 2-13: Transkripční komplexy STAT aktivované v odpovědi na IFN (převzato a upraveno 
z Wesoly et al., 1994). 
2.5.2.2 Interferonem regulované faktory 
IRF byly poprvé objeveny jako jaderné transkripční aktivátory lidského genu pro 
IFNβ. V současné době rodina IRF obsahuje 9 členů: IRF-1, IRF-2, IRF-3, IRF-4, IRF-5, 
IRF-6, IRF-7, IRF-8 (nebo také ICSBP, IFN Consensus-Sequence Binding Protein, protein 
vázající konsenzuální sekvence IFN) a IRF-9 (nebo také ISGF3γ či p48, viz 2.5.2.1). 
Všichni členové mají důležitou úlohu v regulaci procesů imunity, protizánětlivé odpovědi a 
programované buněčné smrti (shrnuto v Clarke et al., 2004). Rodina IRF je 
charakterizována konzervovanou DNA-vazebnou doménou na N-konci, která má okolo 
120 aminokyselin a rozeznává sekvence DNA obsahující ISRE element. IRF jsou 
indukovány interferony (patří mezi ISGs) a fungují jako sekundární interferonová odpověď 
(Fujita et al., 1989). 
IRF-1 má v normálních buňkách nízkou hladinu exprese, ale při stimulaci virovou 
infekcí nebo přímo IFN dochází k rychlé indukci. Dalšími induktory IRF-1 jsou TNFα 
(Tumor Necrosis Factor, nádorový faktor nekrózy), IL-1, IL-6 a dsRNA (Kröger et al., 
2002). Naopak u IRF-2, který také odpovídá na virovou infekci a interferony, je hladina 
jeho exprese v normálních buňkách běžně na vysoké úrovni. IRF-2 a IRF-1 jsou 
antagonisté. IRF-2 potlačuje expresi IFNβ inhibicí IRF-1, který ji naopak aktivuje. IRF-2 
pozitivně ovlivňuje buněčný růst, přemíra jeho exprese podporuje maligní transformaci, ale 
může být blokována ko-expresí IRF-1. IRF-1 a IRF-2 jsou schopny vázat se na element 
ISRE v promotoru pro IFNα a IFNβ (Coccia et al., 1995). Bylo zjištěno, že IFNγ stimuluje 
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také geny, které nemají GAS element, právě skrze aktivaci IRF-1, jež spouští expresi ISGs 
(Wesoly et al., 2007).  
Další funkcí faktorů rodiny IRF je kromě regulace ISGs i regulace vlastní exprese. 
IRF-1 aktivuje promotor pro IRF-2, který inhibuje transkripci genů aktivovaných IRF-1. 
Protože je akumulace IRF-2 relativně stabilnější ve srovnání s IRF-1 díky dlouhému 
poločasu rozpadu, IRF-2 funguje jako negativní regulátor limitující indukovanou aktivitu 
IRF-1 (Kröger et al., 2002).  
Kromě IRF-1 byly v odpovědi na IFN typu I mezi členy rodiny IRF identifikovány 
ještě další regulátory ISGs: IRF-3, IRF-5 a IRF-7. Z nich IRF-7 formuje homodimery nebo 
heterodimery s IRF-3. IRF-3 odpovídá více na aktivaci IFNβ než na IFNα a IRF-7 přesně 
naopak. IRF-7 je zahrnut do pozdní fáze indukce interferony a protože je pod transkripční 
kontrolou interferonů, přispívá k pozitivní zpětnovazebné smyčce regulující rozsáhlou 
produkci IFN v antivirových imunitních reakcích. Faktory IRF-3 a IRF-7 jsou konstitutivně 
exprimovány do cytosolu v transkripčně neaktivní formě, která se stává aktivní skrze 
fosforylaci, dimerizaci a translokaci do jádra po virové infekci (shrnuto v Kim et al., 2007). 
Bylo zjištěno, že u myších primárních fibroblastů nedochází po poškození DNA 
k indukci senescence, pokud je IRF-1 nebo p53 inhibován. Kromě p53 aktivuje p21 u 
myších buněk také IRF-1 (Tanaka et al., 1996). 
2.5.2.3 STAT2 a další členové rodiny STAT 
STAT2 je aktivován fosforylací také na Y701 v odpovědi na IFN typu I, kdy 
oligomerizuje se STAT1 a IRF-9 do komplexu ISGF3 (viz 2.5.2.1). STAT11 také 
dimerizuje se STAT2, který ale není schopen vazby na GAS element (Wesoly et al., 2007). 
Zatímco STAT1 i 2 byly identifikovány jako nádorové supresory, STAT3 a STAT5 byly 
identifikovány jako silné protoonkogeny (Turkson et Jove, 2000). 
Mezi induktory STAT3 patří IL-6 a EGF i IFNα. STAT3 je aktivován fosforylací na 
Y705, která indukuje dimerizaci se STAT1 a lokalizaci dimerů do jádra. STAT3 má 2 
izoformy: STAT3β, který je aktivován IL-6 a EGF, a STAT3α, jež je aktivován pouze 
EGF. Exprese obou izoforem závisí na buněčném typu, expozici ligandu a stupni zralosti 
buněk (Ebong et al., 2004). Kontrétním příkladem perzistentní aktivace STAT3 je 
aberantní působení IL-6, které může být blokováno inhibitory kináz Jak (Catlett-Falcone et 





Obrázek 2-14: Schéma signalice IL6-Jak/STAT. 
Vysoká exprese STAT4 je důsledkem indukce IL-12 hlavně v myeloidních buňkách a 
buňkách varlat. STAT5 je aktivován prolaktinem, IL-3 a IL-7, a je spolu s Crk1 (v-crk 
protooncogen) v komplexu, který aktivuje ISGs s GAS elementem v promotoru. STAT6 je 
zahrnut do dráhy aktivované IL-4 a IL-13 a fosforylován na Y641. Navíc je aktivován v B-
buňkách IFNα, kde formuje transkripční komplex ISGF3 (shrnuto v Takeda et Akira, 
2000). 
2.5.2.4 Inhibitory signální dráhy Jak/STAT 
Exitují různé mechanismy regulace odpovědi buňky na různé cytokinové stimuly 
skrze Jak/STAT. Kináza Jak aktivovaná po přijetí ligandu i samotné dimery STAT jsou 
deaktivovány defosforylací PTPázou (Protein Tyrosine Phosphatase, proteinovou 
tyrozinovou fosfatázou). Byly popsány také přímé inhibitory cytokinové signalizace SOCS 
(Suppressors of Cytokine Signalling, supresory cytokinové signalizace), které deaktivují 
členy rodiny Jak a tím i STAT. Např. SOCS3 je negativní regulátor cytokinové signalizace 
indukované IFN typu II a IL-6, SOCS1 inhibuje produkci IL-2, 6, 7, 12 a 15, které jsou 
také indukovány IFN typu II. Oba inhibitory negativně regulují odpověď buňky na IFN 
typu I (shrnuto v Norkina et al., 2008). 
Transkripční aktivita proteinů STAT je inhibována členy rodiny PIAS (Protein 
Inhibitor of Activated STAT). Savčí rodina PIAS sestává ze čtyř členů: PIAS1, PIAS3, 
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PIASx a PIASy. Proteiny PIAS mohou inhibovat transkripci STAT blokací DNA-vazebné 
aktivity jejich aktivátorů, vazbou další koregulátorů jako jsou HDACs (Histone 
DeACetylases, histondeacetylázy) nebo podporou SUMOylace transkripčních faktorů 
proteinů STAT (shrnuto v Müller et al., 2004).  
SUMOylace je forma post-translační modifikace, která je tvořena podobně jako 
ubiquitinylace kovalentní isopeptidovou vazbou malého peptidu SUMO (Small Ubiquitin-
related MOdifier o 11,5 kDa) (Sternsdorf et al., 1997). Interakce PIAS a STAT vyžaduje 
stimulaci cytokiny, protože PIAS reguluje pouze dimery STAT. Bylo objeveno, že PIAS1 a 
PIAS3 inhibují transkripční aktivaci STAT1 a STAT3 vazbou a blokací přístupu 
k sekvencím DNA, které STAT rozeznávají. PIASx a PIASy naopak regulují HDACs, 
které remodelují chromatin a znemožňují vazbu STAT na DNA. STAT1 může být 
SUMOylován na K703 po indukci IFNγ (shrnuto v Liao et Shuai, 2000). Fyziologická 
úloha SUMO-ligázové aktivity PIAS však zůstává zatím neznámá. Bylo zjištěno, že PIASy 
(SUMO-3) je nezbytná pro indukci senescence u normálních buněk (Bischof et al., 2006). 
Experimenty s řízenými mutacemi SUMO-specifických míst na molekule STAT nevedou k 
jednotným výsledkům (viz Rogers et al., 2003; Ungureanu et al., 2003). SUMOylace 
pomocí PIAS3 byla nalezena také u IRF-1, který je stimulován STAT3 (Nakagawa et 
Yokosawa, 2002). 
Mezi ISGs, které jsou indukovány v buněčné senescenci replikační i předčasné patří 
proteiny MxA (Aebi et al., 1989) a PML (ProMyelocytic Leukemic protein, 
promyelocytický leukemický protein) (Pearson et al., 2000). 
2.6 Protein MxA 
Protein MxA je cytoplazmatická GTPáza patřící do rodiny dynaminů, která se řadí 
k ISGs a k efektorům odpovědi buňky na virovou infekci (Ronni et al., 1995). Jeho 
fyziologická role je prozatím neznámá, bylo zjištěno, že inhibuje replikaci virů. MxA tvoří 
v reakci s virovým nukleokapsidovým proteinem inkluze v perinukleárním prostoru (Kochs 
et al., 2004). Bylo také zjištěno, že asociuje s hladkým ER (Endoplazmatic Reticulum, 
endoplazmatické retikulum) (Acola et al., 2002). Myší analog Mx1 je po stimulaci IFNs 
translokován do jádra, kde kolokalizuje s jadernými tělísky proteinu PML (viz 2.7.2) a 
interaguje s proteiny BLM, DAXX (Death Associated protein 6), SUMO-1 a Sp100 (viz 
2.7) (Engelhardt et al., 2001). MxA je zvýšen u chemicky indukované senescence vyvolané 
dlouhodobou expozicí 5´-bromo-2´-deoxyuridinu (BrdU) (Nováková Z., manuskript v 
revizi). Nejnovějším poznatkem je schopnost Mx ovlivnit motilitu nádorových buněk, což 
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nabízí potenciální chemoterapeutické využití (Mushinski et al., 2009). Protože je Mx 
jedním z ISGs, jeho exprese je také stimulována transkripčními faktory STAT. 
2.7 Promyelocytický leukemický protein 
PML byl původně identifikován u pacientů s APL (Acute Promyelocytic Leukemia, 
akutní promyelocytická leukémie). Toto onemocnění je charakterizované reciprokou 
chromozomální translokací t(15;17), která je příčinou fúze genu PML s genem RARα (Retin 
Acid Receptorα, receptor retinové kyseliny) (de Thé et al., 1990). Fúzní proteiny PML-
RARα a RARα-PML jsou zodpovědné za vznik leukémie s charakteristikou APL (shrnuto 
v Piazza et al., 2001).  
Protein PML je také spojen s replikační i stresem-indukovanou předčasnou senescencí 
(Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000; Janderová-Rossmeislová et al., 2007). PML při 
zvýšené aktivaci indukuje senescenci skrze p53 (Pearson et al., 2000). Ale v případě jeho 
deficitu nejsou myší buňky schopny podstoupit senescenci ani při stimulaci aberantní 
aktivací onkogenů (Ferbeyre et al., 2000). Lidské buňky bez PML jsou méně citlivé na 
poškození DNA (Chang et al., 1999) a dokonce po ozáření nepodstupují apoptózu (Bao-Lei 
et al., 2006). Tyto skutečnosti indikují roli PML jako nádorového supresoru s důležitou 
úlohou v onkogeny-indukované předčasné senescenci (Pearson et al., 2000). Protein PML 
je také zahrnut do buněčných procesů jako jsou regulace proliferace a DDR (Carbone et al., 
2002), udržení stability genomu (Wang et al., 1998b) a apoptózy (Borden et al., 1997). 
Důležitým aktivátorem exprese PML jsou interferony (Chelbi-Alix et al., 1995), které 
spojují PML s antivirovou obranou buňky (Regad et Chelbi-Alix, 2001). 
2.7.1 Struktura proteinu PML 
Protein PML obsahuje na N-konci doménu RING (Really Interesting New Gene), dva 
„B-boxy“ a doménu „coiled-coil“. Tyto 4 části se souhrnně nazývají motivem RBCC nebo 
také TRIM (TRIpartite Motif), díky kterému je PML řazen do rodiny proteinů TRIM 
(Jensen et al., 2001). Proteiny s doménou RING mají E3-ubiquitin ligázovou aktivitu, 
RING se váže na konjugační enzym E2. Biologická funkce B-boxů zatím odhalena nebyla. 
Zato je známo, že RBCC motiv je důležitý pro oligomerizaci proteinu. Všechny tři zmíněné 
domény jsou nezbytné pro formaci inkluzí PML, které se vyskytují v buněčném jádru a 
nazývají se jaderná tělíska PML (PML Nuclear Bodies, PML NBs; Nuclear dots 10, ND10; 
PML oncogenic domains, PODs) (shrnuto v Chang et al., 1995).  
Pro sestavení oligomerů PML do PML NBs musí být protein post-translačně 
modifikován SUMOylací na K65, K160 a K490 (Sternsdorf et al., 1997). Tato modifikace 
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je nezbytná také pro vazbu PML s dalšími proteiny, které jsou rovněž SUMOylovány, 
např.: RanGAP1, IκBα, p53 a c-Jun (Best et al., 2002). PML protein obsahuje navíc SIM 
(SUMO-Interaction Motif, SUMO interakční motiv), který není důležitý pro vlastní 
SUMOylaci, ale pro interakci se SUMOylovanými proteiny (Duprez et al., 1999). PML 
NBs asociují s rodinou E3-ubiquitin ligáz SUMO jménem PIAS (Best et al., 2002). 
Proteiny této rodiny jsou důležitými regulátory signální dráhy Jak/STAT v odpovědi na 
IFN (viz 2.5.2.4) a komponentami DDR v nekanonické signální dráze NF-κB, kdy PIASy 
SUMOyluje NEMO a tím umožňuje jeho fosforylaci ATM po poškození DNA (Mabb et 
al., 2006). 
2.7.1.1 Izoformy PML 
Lidský gen PML je díky alternativnímu sestřihu transkribován do nejméně 12 variant 
a každá kóduje vlastní proteinovou izoformu (viz obr. 2-15). Tyto izoformy mají 
nejednotnou nomenklaturu (viz tab. 2-2). Všechny izoformy sdílejí společný N-konec, ale 
odlišují se na svém C-konci (zejména díky sestřihu 7. a 9. exonu). Gen nese na 6. exonu 
NLS (Nuclear Localization Signal, jaderný lokalizační signál), který je vystřižen pouze u 
izoformy VII a proto je její lokalizace striktně cytoplazmatická. Tato izoforma tvoří 
cytoplazmatické subdomény v G1 fázi (Gap1) (Dellaire et al., 2006, Everett et al., 1999). 
Izoforma PML-I navíc obsahuje NES (Nuclear Export Signal, jaderný exportní signál) 
(Fagioli et al., 1992). PML-IV neobsahuje SIM. Zastoupení jednotlivých izoforem se 
odlišuje druhově i podle typu buňky jednoho organismu. Např. nádorové buňky U-2-Os 
exprimují nejvíce izoformu PML-V (> 60%), dále PML-II (> 30%) a PML-I a PML-VI (> 
5%). Izoformy PML-II a PML-III mají tyto buňky na velmi nízké úrovni (Weidtkamp-
Peters et al., 2008). 
 
Obrázek 2-15: Schéma doménových struktur PML. R) RING; B1 a B2) B-boxy; CC) Coiled coil, S) 
SUMO (převzato z Jensen et al., 2001). 
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Tabulka 2-2: Nomenklatura a charakteristika izoforem PML (převzato a upraveno z 
dizertace Dr. Lenky Janderové-Rossmeislové).  
 
PML bez NLS interaguje s  Nup98 a 214 (NUcleoPorin, nukleoporin), které tvoří 
spolu s jinými Nup jaderné póry a jsou v APL inhibovány podobně jako PML. Tyto Nup a 
protein PML asociují v cytoplazmě buňky mezi M a G1-fázemi za tvorby komplexů 
s názvem CyPNs (CYtoplasmic assemblies of PML and NucleoporinS). Tyto komplexy 
jsou v G1-fázi při obnovení jaderné membrány lokalizovány do jaderných pórů a tvoří 
jasné kolokalizace nukleoporinů s PML NBs (Jul-Larsen et al., 2008). To naznačuje 
odobnost s lokalizací MxA po virové infekci (viz 2.6) 
2.7.2 Jaderná tělíska PML 
Jaderná tělíska PML jsou dynamické makromolekulární kompartmenty buněčného 
jádra. Mají přibližně okrouhlý tvar a velikost se pohybuje mezi 0,2-1,0 μm (Everret et 
Chelbi-Alix, 2007). Frekvence výskytu PML NBs závisí na buněčném typu a stavu a 
v rámci tkání jednoho organismu se může počet lišit průměrně mezi 2-30 na jedno jádro 
(Koken et al., 1995). Složení těchto kompartmentů se mění během buněčného cyklu a 
nejdramatičtější změny podstupuje v mitóze (Sternsdorf et al., 1997). U pacientů 
s onemocněním APL je formace PML NBs inhibována a PML je dispergován po celém 
jádře (de Thé et al., 1990). 
2.7.3 Biologické funkce PML 
PML NBs formují komplex s ssDNA, hnRNA, virovým genomem a plazmidovou 
DNA (shrnuto v Luciani et al., 2006). Exprese PML je potlačena ve tkáni buněk s vysokým 
indexem proliferace (např. nádorová tkáň) a u některých terminálně diferencovaných buněk 













nukleo-tidů  GeneBank# 
PML 1  PML-I 97 kDa 882 AA 5600 bp 2648 bp NM_033238
PML 2 PML-V? 67 kDa 611 AA 3751bp 1835 bp NM_033240
PML 3 PML-II 90.6 kDa 824 AA 3073 bp 2474 bp NM_033242
PML 5 PML-VI 61.6 kDa 560 AA 3171 bp 1682 bp NM_033244
PML 6 PML-IV 69.6 kDa 633 AA 2254 bp 1901 bp NM_002675
PML 7 PML-VIb 47.6 kDa 423 AA 1851 bp 1271 bp NM_033246
PML 8 PML-VIIb 48.6 kDa 435 AA 1797 bp 1307 bp NM_033247
PML 9 PML-II 90.7 kDa 829 AA 3088 bp 2489 bp NM_033239
PML 10 PML-IVa 64.4 kDa 585 AA 2110 bp 1757 bp NM_033249
PML 11 -- 85.7 kDa 781 AA 2944 bp 2345 bp NM_033250
PML 12 PML-V? 67.2 kDa 611 AA 3736 bp 1835 bp NM_033245
 PML-III  641 AA    
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biologická funkce jaderných tělísek PML nebyla dosud definována. Jadérko, jaderné 
skrvny („speckles“) a Cajalova tělíska se účastní biogeneze ribozomů a zrání faktorů pro 
sestřih hnRNA včetně snRNP (Hemmerich et Dieckann, 2005). Protože bylo popsáno již 
více jak 80 různých proteinů, které existují v permanentní nebo transientní asociaci s PML 
NBs, mohla by být tato uskupení skladovacími místy jádra, kde jsou drženy proteiny před 
svou aktivací nebo mimo místo svého aktivního působení (sekvestrace) (Bernardi et 
Pandolfi, 2007; Li et Chen, 2000; Park et al., 2005). PML NBs reagují na externí signály 
s cílem podpořit vyžadované biochemické změny chromatinu a post-translační modifikace 
proteinů (Luciani et al., 2006).  
2.7.3.1 Struktura PML tělísek 
PML NBs mění svůj vzhled podle potřeb buněčného jádra v závislosti na fázi cyklu a 
stavu buňky. Během mitózy NBs vymizí a tvoří v cytoplazmě buňky MAPPs (Mitotic 
Acumulation of PML ProteinS, mitotická akumulace proteinu PML) (Everett et Chelbi-
Alix, 2007). PML NBs z obyklých bodových mikrosfér tvoří v interfázi také velké 
balónovité či barelovité struktury, které se v anglicky psané literatuře nazývají PML 
„doughnuts“ (nebo také „giant body“) (viz obr. 2-16), kdy PML je lokalizováno po obvodu 
tělesa a centrum je bez PML (Sternsdorf et al., 1997). Bylo zjištěno, že jsou tato tělíska 
zahrnuta do remodelace chromatinu během fáze S a G2 (Luciani et al., 2006). S centrální 
částí tělísek PML asociují proteiny: RecQ helikáza BLM (Bischof et al., 2001), DAXX (), 
TOPO III, SUMO-1, HP-1 (Heterochormatin Protein 1, heterochromatinový protein 1), 
RAD51, CBP/p300 a NBS1 na přelomu S/G2 fáze bez poškození DNA (Luciani et al., 
2006). HDAC CBP/p300 interaguje také se všemi STAT proteiny, skrze níž jsou schopny 
ovlivňovat remodelaci chromatinu. Proteiny BRCA1 a γH2AX (Carbone et al., 2002), 
RAD51, RP-A a BLM asociují s tělísky PML po vzniku poškození DNA a společně tak 
představují možný komplexní rekombinozom pro opravu DSBs, které vznikají náhodně i 
indukovaně (Bischof et al., 2001). Tělíska PML také asociují se satelity chromozomů 1 a 9 
(Luciani et al., 2006) a s proteiny B23 a Sp100, které jsou typické pro tělíska PML 
asociovaná s jadérky (Janderová-Rossmeislová et al., 2007). V Ras-indukované buněčné 
senescenci byla objasněna úloha PML NBs při interakci s SAHF (viz 2.3.2.2). Varianta 
histonu H2 (makroH2A) je normálně rezistentní k chromatin-remodelujícím proteinům, 
mezi které patří HP1. Při SAHF dochází k umlčení transkripce, která je zprostředkována 
interakcí pro-senescentních histonových chaperonů HIRA (HIstone Regulator, regulátor 
histonu) a ASF1a (Anti-Silening Factor 1a, faktor 1a proti umlčování) s PML NBs (Zhang 
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et al., 2005a). S PML NBs po virové infekci také u myších buněk asociuje MxA (viz 2.6), 
což spolu s výše uvedenými skutečnostmi zakládá hypotézu, že PML NBs nejsou jen 
pasívní místa sekvestrace jaderných neaktivních proteinů, ale spíše aktivní místa 
zprostředkovávající opravu, replikaci i transkripce DNA. 
    
Obrázek 2-16: Balónovitý typ jaderného tělíska PML. A) Snímek dvou jadérkových PML NBs 
tvořících doughnuts (převzato z Janderová-Rossmeislová et al., 2007). B) Transverzní řez 
teoretického modelu PML doughnut. C) Detail různých vrstev proteinů. Šipky znázorňují interakce 
protein-DNA, protein-protein, a SUMOylace (převzato a upraveno z Luciani et al., 2006). 
2.7.3.2 Regulace PML 
Exprese PML je závislá na fázi buněčného cyklu. Nejvíce je PML indukován v G1-
fázi (Chang et al., 1995). Bylo popsáno několik mechanismů degradace PML. Jeden z nich 
probíhá skrze SUMO-isopeptidázu SENP-1, která odstraňuje SUMO-1 z PML a to vede 
k rozvolnění agregátu PML NBs (Park et al., 2005). Druhý popsaný mechanismus 
degradace PML probíhá skrze SBD (SUMO Binding Domain, SUMO-vazebnou doménu), 
kde jsou serinové zbytky fosforylovány CK-2 (Casein Kinase 2, casein-kinázou 2) 
(Scaglioni et al., 2006). Proteazomová degradace PML je realizována skrze ubiquitinylaci 
poly-SUMO řetězce pomocí poly-SUMO-specifické E3-ubiquitin ligázy SNURF (Small 
NUclear RING Finger protein, malý jadérkový protein rozpoznávající prst RING, nebo 
také RNF4, RING Finger protein 4) (Percherancier et al., 2009).  
2.7.4 Spojení PML NBs, interferonové dráhy a p53 
Exprese PML je indukována IFNs (Chelbi-Alix et al., 1995). Overexprese PML 
indukuje senescenci a apoptózu a inaktivace genu pro PML vede ke zrychlení buněčné 




PML jsou považovány za senzory poškození DNA, jejichž odpověď na DSBs je 
regulována NBS1 a kinázami ATM, CHK2 a ATR (Dellaire et al., 2006). Bylo zjištěno, že 
po ozáření UV radiací, PML NBs zvyšují svůj počet a akumulaci proteinů. Formují takto 
nová mikrotělíska, která rostou z již existujících PML NBs díky jejich rozpadu pomocí 
supra-molekulárního poltivého mechanismu (Dellaire et al., 2006). Signalizace požkození 
DNA může být regulována p53 a jeho akumulací v PML NBs. PML fyzikálně interaguje 
s p53 i pRb a tvoří tak další regulační element těchto drah, které jsou zásadní pro indukci 
senescence (viz 2.4) (Pearson et Pelicci, 2001). 
Přímé spojení indukce IFN od poškození DNA může být skrze Kap-1, jež je důležitý 
v interakci s HDAC a methyltransferázami, které inhibují transkripci. V případě aktivace 
Kap-1 kinázou ATM (viz 2.2.1.3.1.1) dojde ke zvýšení exprese IFN a STAT a jejich ISGs 
(IRF-1) (Kamitani et al., 2008). IFNs typu I aktivují receptor pro IFN typu I (IFNAR1 a 2), 
který skrze rodinu Jak kináz aktivuje STAT1, STAT2 i STAT3. Signalizace IFN typu I 
vede k přednostní aktivaci heterodimerů STAT1-STAT2, jež jsou translokovány do jádra, 
kde spouští expresi IRF-9. Všechny tři proteiny se spojují do komplexu známého jako 
ISGF3 (shrnuto v Kröger et al., 2002), a aktivují geny, jež mají v promotoru jak element 
ISRE, např. PML, IRF-1, MxA, i GAS element, např. PML, IRF-1 (Stadler et al., 1995; 
Der et al., 1998). Dalším možným faktorem aktivovaným IFN typu I je homodimerní 
komplex AAF (IFNα-activated factor, aktivace fosforylací na S727), který je schopen 
aktivovat transkripci pouze těch ISGs, jež mají ve svém promotoru element ISRE (PML, 
IRF-1, MxA) (shrnuto v Tassiulas et al., 2004) (viz obr. 2-11).  
IFNs typu II aktivují receptory pro IFNs typu II i I (IFNAGR1 a 2) a tím STAT1, 
který homodimerizuje se STAT1 za tvorby komplexu GAF (IFNγ-activated factor, aktivace 
fosforylací na Y701). Tento komplex má schopnost indukovat pouze expresi těch ISGs, jež 
mají v promotoru GAS element, např. PML, IRF-1 (Zhang et al., 2006). IFN typu II mohou 
však ovlivňovat také ISGs, které nemají GAS element a to skrze indukci IRF-1, který 
aktivuje ISGs s elementem ISRE (Coccia et al., 1995). Bylo také zjištěno, že exprese p21 je 
indukována přímo proteiny IRF-1 (Kröger et al., 2002) i STAT1 (Liu et al., 1998). 
STAT3 je aktivován na Y705 v odpovědi na stimulaci IFN typu I a IL-6 (Yang et al., 
1996), a tvoří heterodimery se STAT1, které jsou schopny aktivovat geny s elementy ISRE 
a také GAS v promotoru (viz obr. 2-13). 
IFN typu I zvyšuje hladinu p53 u kultur myších a lidských buněk skrze transkripční 
aktivaci elementu ISRE, který je na jeho promotoru (Takaoka et al., 2003). PML je 
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potenciální transkripční cíl p53, protože má v promotoru jeden p53-responzívní element 
(Stanchina et al., 2004). Protein p53 není konstitutivně asociován s PML NBs, je 
rekrutován k transientní asociaci s PML NBs po aktivaci onkogenu Ras (Ferbeyre et al., 
2000), expozici UV nebo ionizujícímu záření (Carbone et al., 2002), infekci virů (Pampin 
et al., 2006) a exogenní expresi PML-IV (Fogal et al., 2000). Bylo zjištěno, že některé 
z izoforem PML jsou indukovány v odpovědi na IFN u buněk linií MCF-7 a U-2-Os a 
nejsou schopny vázat p53 do PML NBs. Protein p53 je SUMOylován na K382, ale tato 
modifikace není pro interakci s PML nezbytná. V PML NBs byly nalezeny mnohé 
regulátory p53, některé z nich také podstupují SUMOylace, např.: CBP/p300 
(SUMOylován), jež interaguje také se STAT1, dále HDM2 (SUMOylován), SIRT1 
(SIRtuin Type 1), CHK2 a specifická ubiquitin-proteáza asociovaná s Herpes virem 
HAUSP (Herpes-virus Associated Ubiquitin Specific Protease) (shrnuto v Everett et 
Chelbi-Alix, 2007).  
PML NBs umožňují interakci CHK2 a p53, která vede k prodloužení aktivační 
fosforylace p53 na S20 a tím k nemožnosti degradace skrze ubiquitin-ligázu HDM2 
(Louria-Hayon et al., 2003). Tímto PML NBs ovlivňují aktivaci apoptózy a p53-
dependentní senescence. Byl popsán i reciproký vztah, kdy PML aktivuje CHK2 
v odpovědi na poškození DNA (Dellaire et Bazett-Jones, 2007). Další interakcí mezi PML 
NBs a p53 je zprostředkování aktivační fosforylace p53 na S46 kinázou HIPK2 
(Homeodomaine-Interacting Protein Kinase 2, proteinová kináza 2 interagující s 
homoedoménou), který je rekrutována do PML NBs (Hofmann et al., 2002). Tato aktivace 
stabilizuje p53 a umožňuje další stabilizační modifikaci, acetylaci p53 na K382 skrze 
histon-acetylázu CBP/p300, která je také rekrutována do PML NBs a interaguje se STAT1 
(Pearson et al., 2000). 
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3 Cíle diplomové práce 
 
Cílem této diplomové práce, která je rovněž součástí grantu GAČR Úloha Jak/STAT 
signalizace v buněčné senescenci, je charakterizovat předčasnou senescenci vyvolanou 
tymidinem a úlohu signální dráhy Jak/STAT v tomto typu chemicky indukované 
senescence.  
Dílčí cíle: 
I. Charakterizovat tymidinem indukovanou senescenci s bližším zaměřením na 
expresi nádorového supresoru PML, jednoho z markeru buněčné senescence. 
II. Charakterizovat aktivitu interferonové signální dráhy v tymidinem 
indukované senescenci  
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4 Materiál a metody  
4.1 Materiál 
4.1.1 Materiál a Chemikálie 
Ústav molekulární genetiky AV ČR v.v.i. 
EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid, kyselina etylendiaminotetraoctová), DD H2O 
(redestilovaná sterilní voda), Médium DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium), L-
glutamin, 10x PBS (Phosphate Buffered Saline, fosfátový solný pufr), NaHCO3, trypsin  
Applied Biosystems, Foster City, U.S.A.  
Inhibitor RNáz, SYBRGreen PCR master mix, TaqMan reverse transcription reagent, 
Multiscribe reverse transcriptase 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, U.S.A. 
Ponceau S 
Fermentas International Inc., Burligton, U.S.A. 
PageRuler prestained protein ladder  
Fluka, Švýcarsko 
TEMED (N,N,N`,N`-TEtraMethylEthylenDiamine; N,N,N`,N`-tetrametyletylendiamin), 
Triton X-100, Tween20, dithiotreitol, X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galaktopyranosid), Tris, 2-propanol 
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, U.S.A. 
Geneticin sulfát (G418) 
Hoechst, Frankfurt am Main, Německo 
Mowiol 4-88 
Kodak, U.S.A 
Rentgenový film MXB 
LEK Pharmaceuticals d.d., Ljubljana, Slovinsko 
Gentamicin 
PAA Laboratories Inc., U.S.A. 
FBS (Foetal Bovine Serum, fetální kravské sérum) 
Pall Corporation, New York, U.S.A. 
Nitrocelulózová membrána 
Penta, Praha, Česká republika 
Etanol 96%, isopropanol, glycerol, hexakyanoželeznatan tetradraselný trihydrát, HCl, 
butanol 
Pierce, Rockford, IL, U.S.A. 
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Kit na měření koncentrace proteinů: BCA (BiCinchoninic acid Assay) 
Pliva – Lachema a.s., Brno, Česká republika 
Bromfenolová modř, paraformaldehyd   
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Německo 
Inhibitory proteáz a fosfatáz COMPLETE 
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Německo  
Akrylamid/Bis 30% (29:1), chloroform, SDS (Sodium Dodecyl Sulphate, dodecylsulfát 
sodný), Triton X-100  
Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A. 
Afidikolin, azid sodný, BSA (Bovine Serum Albumin, hovězí sérový albumin), BrdU 
(BRomoDeoxyUridine, 5´-bromo-2´-deoxyuridin), 96% etanol, DAPI (4',6-DiAmidino-2-
PhenylIndole, 4',6-diamidino-2-fenylindol), DMSO (DiMethylSulphOxide, dimetylsulfoxid), 
distamycin A, doxorubicin hydrochlorid, doxycyklin hydrochlorid, etoposid, glutaraldehyd, 
hydroxymočovina, luminol, kamptotecin, peroxid vodíku (30%), APS (Ammonium 
Persulphate, persulfát amonný), TMD (ThyMiDine, tymidin), Tri-Reagent 
Thermo Fischer Scientific Inc., Švédsko  
SuperSignal West Substrates Trial Kit (substráty pro ECL) 
4.1.2 Použité protilátky 
Tabulka 4-1: Primární protilátky. 
Název protilátky Host Koncentrace (μg/ml) Metoda Zdroj 
anti-GAPDH (klon 6C5) Myš 0,1 IB Applied Biosystems, Foster City, U.S.A 
anti-fosfo-p53 (lon S15) Králík 0,1 IB 
anti- fosfo-STAT1 (Y701) Králík 0,1 IB 
anti-fosfo-STAT3 (Y705)   
(klon 3E2) Myš 0,1 IB 
Cell Signalling Technology 
Inc., Denvers, U.S.A. 
anti-STAT1 (klon SM1) Myš 0,1 IB 
anti-fosfo-STAT1 (S727)  
(klon PSM1) Myš 0,05 IB 
Exbio, Vestec, Česká 
republika 
anti-fosfo-H2A.X (S139) (klon 
JBW301) Myš 0,05 IF, IB Millipore Corp., U.S.A 
anti-53BP1 (klon H-300)  Králík 1  IF 
anti-IRF-1 (klon M-20)  Králík 0,05 IF, IB 
anti-p16 (klon H-156) Králík 0,1 IB 
anti-PML (klon PG-M3) Myš 0,01 IF 
anti-PML (klon H-238) Králík 0,05 IB 
anti-STAT3 (klon C-20) Králík 0,05 IB 
Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Santa Cruz, U.S.A. 
anti-p21 Myš 0,05 IB Dr. Zdeněk Hodný  
anti-p53 Králík 0,1 IB prof. Bořek Vojtěšek 
anti-MxA Myš 0,01 IF prof. Jiří Bártek 
anti-Nup98 Koza 0,5 IF 
anti-Nup153 Myš 0,1 IF doc. Jitka Forstová 
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Tabulka 4-2: Sekundární protilátky. 
Název protilátky Host Koncentrace (μg/ml) Metoda Zdroj 
anti-myší Alexa Fluor 488 koza 2 IF 
anti-králičí Alexa Fluor 568 koza 2 IF 
anti-králičí Alexa Fluor 488 koza 2 IF 
anti-myší Alexa Fluor 568 koza 2 IF 
anti-kozí Alexa Fluor 594 osel 2 IF 
Invitrogen Corporation, 
Carslbad, CA, U.S.A. 
anti-myší Cy3 osel 40 IF 
Jackson ImmunoResearch  
Laboratories Inc., West 
Grove, U.S.A. 
anit-myší kozí sérum konjugované se 
peroxidázou koza 0,2 IB 
anit-králičí kozí sérum konjugované se 
peroxidázou koza 0,2 IB 
Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, U.S.A. 




Centrifuga 5415R Eppendorf (Hamburg, Německo), Minicentrifuga Hermle 2100M 
(U.S.A) 
Bürkerova komůrka 






Peltier Termal Cycler PTC-200 (MJ Research, Minnessota, U.S.A) 
Ab 7300 Prism Real Time PCR Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A)  
Spektrofotometr 
NanoDrop ND-1000, Original Multiskan EX (Thermo Fischer Scientific Inc., Švédsko) 
Přístroj na elektrický transfer proteinů (IB, ImunoBlot, imunoblot) 
Wet blot (Enduro Power Supplies Labnet International Inc., New York, U.S.A) 
Ostatní 
vortex Genie 2 (Scientific Industries, New York, U.S.A.), vodní lázeň Grant (Praha, ČR), 
automatický vyvolávač rentgenových filmů Fomei (ČR) 
Vertikální elektroforéza 
Mini-Protean (Bio-Rad Laboratories, Hercules, U.S.A.)  
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4.2 Metody 
4.2.1 Tkáňové kultury 
4.2.1.1 Buněčné linie 
A549 
A549 je stabilní nádorová buněčná linie původem z plicního karcinomu. Pro experimenty 
byla získána od dr. Petera Šeba (MBÚ, AV ČR). Kultivace tkáňových kultur A549 
probíhala v DMEM médiu s obsahem 10% FBS. Doba populačního zdvojení je přibližně 
22 hodin. Identifikační kód v databázi ATCC (American Type Culture Collection) je CCL-
185. 
HeLa kmen I (HeLa I) 
Tato stabilní nádorová linie původem z karcinomu děložního čípku byla získána od prof. 
Pavla Hozáka (ÚMG, AV ČR). Kultivace tkáňových kultur A549 probíhala v DMEM 
médiu s obsahem 10% FBS. Doba populačního zdvojení je přibližně 24 hodin. 
Identifikační kód v databázi ATCC je CCL-2. 
HeLa kmen II (HeLa II) 
Linie HeLa kmene I kultivována v médiu DMEM s 5% obsahem FBS. 
U-2-Os 
Tato nádorová linie fibroblastových byla získána od prof. Jiřího Bártka (Institute of Cancer 
Biology, Copenhagen, Dánsko). Buňky byly kultivovány v médiu DMEM obsahujícím 
10% FBS. Identifikační kód v databázi ATCC je HTB-96. 
U-2-Os p53DD  
Linie buněk U-2-Os p53DD je stabilně transfekovaná pro expresi dominantně negativní 
(DN) formy jako deleční mutanty proteinu p53 (Sörrensen et al., 2000; Mailand et al., 
2000) a byla získána od prof. Jiřího Bártka. Buňky byly kultivovány v médiu DMEM 
obsahujícím 10% FBS s přídavkem puromycinu (1 μg/ml), G418 (400 μg/ml) a  




Materiál a metody 
 59
4.2.1.2 Příprava médií 
Tabulka 4-3: Příprava kultivačního média DMEM. 
Složení Objem (ml) 
DMEM 2x 250 
L-glutamin (200 mM) 10 
NaHCO3 7.5% 10 
Gentamicin (4 mg/ml) 5 
FBS 50 
d. H2O 175 
Výsledný objem: 500  
4.2.1.3 Kultivace tkáňových kultur 
Tkáňové kultury byly kultivovány v plastových nádobách určených pro adherentní 
tkáňové kultury. Buňky byly stabilně udržovány v 95% vlhkosti, 5% CO2, tmě a teplotě 37 
°C. Denně byly kontrolovány podle barvy média, buněčné morfologie a denzity. Při 
dosažení 95% konfluence byly buňky přeneseny pomocí 0,06% roztoku trypsinu/EDTA do 
nové misky s čerstvým  médiem.  
Pro dlouhodobé uchovávání bylo 1x106 buněk/ml resuspendováno v zamražovacím 
médiu obsahujícím 90% FBS a 10% DMSO a po 24 hodinách při -80°C byly ampule s 
buňkami přeneseny do tekutého dusíku. 
Pro imunofluorescenční analýzu byly buňky kultivovány v 6-jamkových deskách (1 
jamka/9,6 cm2) na 10 mm sterilních krycích sklíčkách. Lyzáty z buněk narostlých na 6 cm 
Petriho miskách (25 cm2) byly použity pro imunoblot. Obvyklé počáteční množství buněk 
nasazovaných pro přípravu buněčných lyzátů nebo pro imunofluorescenční analýzu bylo 20 
000 buněk/cm2. Pro izolaci RNA bylo nasazováno 15 000 buněk/cm2.  
Pro každý experiment byly buňky v 80% konfluenci vystaveny po určitou dobu 
různým koncentracím genotoxických látek (viz tabulka 4-4). Koncentrace a doba působení 
těchto látek byla stanovena experimentálně a s přihlédnutím k dostupné literatuře.   
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Tabulka 4-4: Genotoxické látky aplikované na buňky 
Genotoxické látky 
Metoda 
Název Koncentrace Rozpouš-tědlo Buněčné linie 
Reference 
BrdU 100 μM  voda HeLa II, A549, U-2-Os p53DD 
Janderová-Rossmeislová 
et al., 2007 
hydroxy-
močovina 150 μM voda HeLa I, II Yeo et al., 2000 
Detekce SA-
β-gal 
tymidin 2,5 mM voda Hela II, U-2-Os p53DD, A549 
Engstrom et Kmiec, 
2007 
afidikolin 0,3 μM DMSO HeLa II Dhillon et al., 2003 
BrdU 100 μM  voda HeLa II Janderová-Rossmeislová et al., 2007 
distamycin A 10 μM DMSO HeLa II Chandra et al., 1970 
kamptotecin 0,25 μM metanol HeLa II Rothenberg M.L., 1997 
cisplatina 1 μM voda HeLa II Gonzalez et al., 2001 
etoposid 10 μM voda HeLa II Caldecott et al., 1990 
hydroxy-




tymidin 2,5 mM voda U-2-Os p53DD, A549 
Engstrom et Kmiec, 
2007 
Imunoblot tymidin 2,5 mM voda U-2-Os p53DD, A549 
Engstrom et Kmiec, 
2007 
qReal Time 
PCR tymidin 2,5 mM voda 
U-2-Os p53DD, 
A549 
Engstrom et Kmiec, 
2007 
4.2.2 Detekce exprese β-galaktosidázy  
Tato metoda je založena na detekci β-galactosidázy, jejíž aktivita je zvýšena u 
senescentních buněk. Buňky byly kultivovány v přítomnosti různých genotoxických látek 
na 10 mm krycích sklíčkách do 80% konfluence (viz Tabulka 1-4), poté byly dvakrát 
promyty PBS (37°C) a fixovány 0.5% roztokem glutaraldehydu v PBS při pokojové teplotě 
po dobu 15 minut. Následovalo intenzívní promytí PBS a inkubace při 37°C v předehřátém 
substrátovém roztoku X-Gal (složení viz tabulka 4-5) (Dimri et al.,1995).  
Inkubace při 37°C probíhala dokud nebylo evidentní modré zbarvení indikující 
aktivitu β-galactosidázy, obvykle 3 - 12 hodin. Krycí sklíčka byla poté přichycena 3 μl 
montovacího média Mowiol na podložní sklíčko. Buňky byly pozorovány po 
fluorescenčním mikroskopem Leica DM 6000B. Všechny obrázky byly snímány digitální 
barevnou kamerou DFC 450 FX. Množství buněk pozitivních na aktivitu β-galactosidázy 
bylo spočítáno z 10 náhodných zorných polí ve dvou nezávislých experimentech.  
1x PBS: 140 mmol/l NaCl, 3 mmol/l KCl, 16 mmol/l Na2HPO4, 2 mmol/l KH2PO4, pH 7.4 
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Tabulka 4-5: Složení roztoku X-Gal. 
Složka Objem 
X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galactopyranosid (zásobní roztok = 40 mg/ml N,N-
dimethylformamidu) 
0.25 ml 
pH 6.0 hexakyanoželeznatan draselný (výsledná 
koncentrace 0.12 mmol/l) 
pH 6.0 hexakyanoželezitan draselný (výsledná 
koncentrace 0.12 mmol/l) 
0.56 ml 
PBS + 1 mmol/l MgCl2 9.3 ml 
Výsledný objem: 10 ml 
4.2.3 Nepřímé imunofluorescenční značení 
Principem této metody je detekce buněčných složek (protein, DNA) pomocí reakce 
antigen-protilátka. Specifická primární protilátka je vizualizována pomocí fluorescenčně 
značené sekundární protilátky. Buňky byly kultivovány na 10 mm krycích sklíčkách v 
přítomnosti různých chemikálií (viz tabulka 4-4). Poté bylo medium odsáto, sklíčka 
promyta roztokem PBS, buňky fixovány po dobu 15 minut v 4% roztoku formaldehydu v 
PBS s následnou permeabilizací pomocí 0.2% roztoku Triton X-100 v PBS po dobu dalších 
15 minut. Permeabilizované buňky byly intenzivně promyty roztokem PBS a blokovány 
10% roztokem FBS/PBS po dobu 1 hodiny. Poté následovala inkubace s primární 
protilátkou ředěnou v 10% roztoku FBS/PBS po dobu 1 hodiny při pokojové teplotě nebo 
přes noc při 4°C (viz tabulka 4-1). Po důkladném promytí pomoci PBS byly buňky 
inkubovány se sekundární protilátkou ředěnou opět v 10% roztoku FBS/PBS po dobu 1 
hodiny (viz tabulka 4-2), následovalo intenzívní promytí roztokem PBS. Krycí sklíčka s 
buňkami byla po promytí v DD H2O usušena a pak zamontována 3 μl roztoku Mowiol 
obsahujícím interkalační barvivo DAPI (0,8 μg/ml) na podložní sklíčka. Buňky byly 
pozorovány pod fluorescenčním mikroskopem Leica DM 6000B s černobílou digitální 
kamerou DFC 350 FX nebo pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu Leica DM 
6000 s konfokálním nástavcem Leica TCS Sp5 AOBS Tandem (excitační vlnové délky 
405, 488, 561 a 633 nm). Jako negativní kontrola byla použita stejná kultura buněk bez 
působení genotoxických látek.  
4.2.4 Immunoblot 
4.2.4.1 Příprava buněčných lyzátů 
Buňky byly kultivovány na 6-jamkových miskách do 90% konfluence v přítomnosti 
různých genotoxických látek (viz tabulka 4-4). Po intenzívním promytí roztokem PBS byly 
buňky lyzovány 100 μl roztoku SLB (vzorkový Laemlliho pufr) s inhibitory proteáz a 
fosfatáz. Lyzované buňky byly mechanicky seškrábány speciální tyčinkou a přeneseny do 
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mikrozkumavky. Dále byly sonikovány 2 x 15s při amplitudě 2–3 mikrony pro fragmentaci 
DNA. Lyzát byl následně centrifugován (15 000 g, 20°C, 2 minuty) a uložen do -80°C. 
4x pufr SLB naředěný s H2O v poměru 1:3 : 250 mmol/l Tris-HCl pH 6.8, 40% (w/v) 
glycerol, 8% (w/v) SDS 
4.2.4.2 Stanovení koncentrace proteinů 
Ke stanovení koncentrace proteinů byl použit kit Bicinchoninic acid assay od firmy 
Pierce (U.S.A.). Tato metoda je založena na redukci iontů Cu2+ síranu mědnatého na Cu+ 
peptidovou vazbou při 37°C (biuretová reakce). Následně jsou Cu+ ionty v alkalickém 
prostředí (pH 11.25) vázány kyselinou bicinchoninovou za tvorby ve vodě rozpustného 
fialového komplexu s absorbčním maximem při 562 nm.  
Roztok A: 2% (w/v) Na2CO3.H2O, 0,95% (w/v) NaHCO3, 0,16% (w/v) vinan sodný, 0,4% 
(w/v) NaOH, 1% sodná sůl kyseliny bicinchoninové, pH 11.25 
Roztok B: 4% (w/v) CuSO4.5H2O 
Zásobní roztok BSA: 2.0 mg/ml  
Kalibrační křivka byla vytvořena podle instrukcí v kitu ředěním zásobního roztoku 
BSA v destilované vodě na koncentrace v rozmezí od 20 μg/ml do 2 000 μg/ml. 
Koncentrace proteinu byla stanovována v 96-jamkových destičkách. Každý vzorek byl 
naředěn 5x destilovanou vodou na výsledný objem 10 μl. K naředěnému vzorku bylo 
přidáno 200 μl roztoku A a 4 μl roztoku B (viz výše). Inkubace probíhala 30 minut při 
37°C a poté byla stanovena hodnota absorbance při 562 nm. Koncentrace proteinů ve 
vzorku byla určena podle kalibrační křivky. Vzorky pro polyakrylamidovou elektroforézu 
(SDS-PAGE) byly následně naředěny na koncentraci 35 μg/ml 4 x SLB pufrem. 
4.2.4.3 Denaturující polyakrylamidová gelová elektroforéza 
V této metodě se využívá separace molekul proteinů v elektrickém poli. Proteinům je 
udělen uniformní náboj prostřednictvím SDS, díky čemuž je jejich migrace ovlivněna 
hlavně molekulovou hmotností. 
4x pufr SLB: 250 mmol/l Tris-HCl pH 6.8, 40% (w/v) glycerol, 8% (w/v) SDS, 0,4% β-
merkaptoetanol, 0,01% bromfenol 
Pufr A: 1.5 mol/l Tris-HCl pH 8.8, 0.4% (w/v) SDS 
Polymerizační roztok: 30% (w/v) akrylamid, 0.8% (w/v) BIS/akrylamid 
Pufr B: 0.5 mol/l Tris-HCl pH 6.8, 0.4% (w/v) SDS 
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Elektroforetický pufr: 25 mmol/l Tris, 188 mmol/l glycin, 0.1% (w/v) SDS 
Tabulka 4-6: Složení gelu pro proteinovou elektroforézu. 
Složka Separační gel Zaostřovací gel 
(%) 10 4 
d.H2O 4.0 ml 2.7 ml 
pufr A 2.6 ml 0 ml 
pufr B 0 ml 0.54 ml 
Polymerizační roztok 3.3 ml 0.67 ml 
10% APS 0.1 ml 40 μl 
TEMED 10 μl 4 μl 
Výsledný objem 10 ml 4 ml 
 
Složky gelu byly smíchány a roztok byl napipetován mezi dvě skla se s postranními 
zarážkami, které byly umístěny do stojanu. Po převrstvení vodou nasycenou butanolem gel 
polymerizoval při pokojové teplotě 30 minut. Voda byla odstraněna, mezi skla byl 
napipetován polymerizační roztok B a umístěn hřebínek pro tvorbu jamek. Po 15 minutách 
došlo při pokojové teplotě ke zpolymerování gelu. Poté byl hřebínek vyjmut a skla s gelem 
umístěna do elektroforetické aparatury, kde byla zalita elektrodovým pufrem. 
Proteinové vzorky byly rozmrazeny a inkubovány při 99°C po dobu 4 minut. Vzorky 
(po 15 μl) a marker molekulových hmotností (5 μl) byly napipetovány do jamek v 
polyakrylamidovém gelu. Elektroforéza byla připojena na zdroj napětí. Program na zdroji 
byl nastaven do dvou kroků: 50 V po dobu 30 minut a 210 V do doby, kdy barva ve 
vzorcích dosáhla spodního konce gelu.  
4.2.4.4 Imunoblot a detekce 
Imunoblot je metoda přenosu proteinů z gelu na speciální membránu pomocí 
elektrického pole. Proteiny byly přeneseny na nitrocelulózovou membránu technikou 
mokrého typu imunoblotu. Pro detekce proteinů na membráně byly použity neznačené 
primární a křenovou peroxidázou značené sekundární protilátky (viz tabulky 4-1 a 4-2). 
Imunoreaktivní signál byl detekován otiskem na rentgenový film. 
Transferový pufr: 25 mmol/l Tris, 192 mmol/l glycin, 20% (v/v) methanol; pH 8.3 
PBS/0.05% Tween20 (PBS-T): 134 mmol/l NaCl, 1.8 mmol/l Na2HPO4; pH 7.2, 0.05% 
(w/v) Tween20 
Blokovací roztok: 5% (w/v) odtučněné sušené mléko rozpuštěné v PBS/0.1% Tween20 
Barvící a odbarvovací lázeň: Ponceau S a PBS/0.1% Tween20 
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Chemiluminiscenční roztok A:  22.5 mg Luminolu v 0.5 ml DMSO, 50 ml Tris pH 8.8, 
220 μl 90 mmol/l kumarová kyselina v DMSO 
Chemiluminiscenční roztok B: 30.6 μl 30% (w/v) peroxid vodíku, 50 ml 0.1 mol/l Tris 
pH 8.8 
Po proběhnutí elektroforézy byl gel ekvilibrován 5 minut v transferovém pufru. 
Nitrocelulosová membrána a dva hrubé filtrační papíry o velikosti gelu byly také 
ekvilibrovány 2 minuty v transferovém pufru. Všechny komponenty byly poskládány na 
sebe (viz obr. 4-2) a vloženy v kazetě do blotovací aparatury. Na zdroji bylo nastaveno 
napětí 4 mA na cm2 membrány po dobu 2 hodin. 
 
Obrázek 4-1: Schéma složení blotovací aparatury. 
Po dokončení transferu byla ověřena úspěšnost tohoto kroku pomocí barvícího 
roztoku Ponceau S. Následně byla membrána inkubována 30 minut s blokovacím roztokem 
a poté s primární protilátkou. Požadované množství primární protilátky bylo naředěno v 5 
ml roztoku obsahujícího 1-5% mléka rozpuštěného v 0.05% Tween20/PBS (PBS-T). 
Membrána byla inkubována s tímto roztokem za neustálého třepání. Následovalo důkladné 
promytí membrány v PBS-T a inkubace se sekundární protilátkou ředěnou do 3% mléka 
rozpuštěného v PBS-T. Po jedné hodině inkubace byla membrána opět intenzívně promyta 
PBS-T. 
Pro detekci navázané sekundární protilátky byl smíchán chemiluminiscenční roztok 
A s chemiluminiscenčním roztok B v poměru 1:1. Inkubace membrány v tomto roztoku 
probíhala po dobu 5 minut. Poté byla membrána vysušena filtračním papírem a uložena s 
rentgenovým filmem do vyvolávací kazety. Vyvolání filmu bylo provedeno na automatické 
aparatuře Kodak. 
4.2.5 Kvantitativní Real Time polymerázová řetězcová reakce 
Polymerázová řetězcová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda, která 
umožňuje exponenciální amplifikaci krátkých sekvencí DNA umístěných v dlouhé 
molekule dsDNA. Metoda koordinuje cyklické změny teploty, jako jsou opakované 
zahřívání a chlazení pro tání DNA a enzymatickou amplifikaci. Primery jsou krátké 
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sekvence komplementární k cílové části DNA určené pro amplifikaci. DNA polymeráza je 
klíčová komponenta schopná selektivně a opakovaně amplifikovat sekvence DNA. Během 
průběhu reakce je generována nová DNA a zároveň použita jako templát pro další 
amplifikační reakci, což vede k exponenciálnímu nárůstu amplikonů.  
Jednou z modifikací PCR je kvantitativní PCR (quantitative Real Time PCR) 
v reálném čase, což je metoda pro kvantifikaci relativního i totálního množství aktuálně 
generovaných amplikonů během jedné reakce, které reprezentují genovou expresi. Princip 
metody je založen na měření fluorescence k určení hranice cyklu (Cycle treshold, Ct) 
během PCR, když hladina fluorescence poskytuje signál a je lineární částí amplifikační 
křivky.  
V této diplomové práci byl použit systém detekce interkalátoru DNA známý jako 
metoda SYBR Green, v níž je využívána fluoreskující molekula SYBR Green, která se 
váže do nově syntetizovaných molekul dsDNA. 
4.2.5.1 Izolace totální RNA 
Buňky byly nasazeny na 6-jamkovou misku a v 90% konfluenci ošetřeny různými 
genotoxickými látkami (viz tabulka 4-4). Poté byly buňky bez oplachu lyzovány 1 ml 
fenolového roztoku Tri-Reagent spolu s působením střižných sil při opakovaném nasávání 
mikropipetou. Lyzáty byly přeneseny do zkumavky a ponechány v laboratorní teplotě 
(Room Temperature, RT) 5 minut.  
Pro izolaci RNA bylo k lyzátu přidáno 200 μl vychlazeného chloroformu, lyzát byl 
promíchán každých 20 s po dobu 6 minut a hned centrifugován (15 000 g, 4°C, 15 minut). 
Vzorek byl po centrifugaci rozdělen do tří fází. Spodní fáze obsahovala proteiny, interfáze 
DNA a horní vodná fáze RNA. Tato horní fáze byla opatrně přenesena do nové zkumavky, 
bylo přidáno 500 μl vychlazeného izopropanolu  a po promíchání ponecháno při RT 5 
minut. Poté byly opět vzorky centrifugovány (15 000 g, 4°C a 10 minut). Supernatant byl 
odstraněn a k peletě bylo přidán 1 ml 75% (v/v) etanolu. Po promíchání byly vzorky opět 
centrifugovány (4 500 g, 4°C, 5 minut). Pak byly po odstranění supernatantu pelety RNA 
vysušeny 5-10 min při RT. Pelety byly rozpuštěny v 30 μl vody při 58°C 10 minut. 
Koncentrace RNA byla měřena pomocí spektrofotometru NanoDrop. Hodnota absorbance 
260/280 představující čistotu RNA vzorků odpovídala rozmezí 1,94 – 2,02. 
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4.2.5.2 Reverzně transkripční PCR 
Po izolaci totální RNA byla provedena RT PCR (Reverse Transcription PCR) za 
účelem přepisu mRNA do cDNA a její amplifikace. Totální RNA byla nejdříve naředěna 
na koncentraci 100 ng/μl a poté přidána k PCR master-mixu pro RT. Do každé PCR 
zkumavky bylo vloženo 8 μl master-mixu a 2 μl naředěné RNA (viz tabulka 4-7). Tato RNA 
byla přepsána s použitím náhodných hexamerů jako primerů.   
Tabulka 4-7: Master-mix pro reverzní transkripci. 
Počet reakcí Složka 1x (μl) 15x (μl) 
TaqMan Reverse Transcription Reagent 5,7  85,5  
DD H2O 1,85  27,75  
Inhibitor RNáz  0,2  3  
Reverzní transkriptáza TaqMan  0,25  3,75  
RNA (100 ng/μl) 2  30  
Celkový objem 10 μl 150 μl 
 
RT PCR byla provedena s použitím termocykleru Peltier Thermal Cycler (MJ 
Reaserch) podle nastavení uvedeném v tabulce 4-8. 
Tabulka 4-8: Program řídící RT PCR. 
Program Teplota Čas 
krok 1 25°C 10 min 
krok 2 48°C 30 min 
krok 3 95°C 5 min 
krok 4 4°C do konce
4.2.5.3 qRT PCR 
Po reverzní transkripci získaná cDNA odpovídající 200 ng totální RNA byla 
naředěna na finální koncentraci 5 ng/μl. Master-mix o obsahu: SYBR Green, Taq 
Polymerázu, ROX, pufr a dNTPs; dále dH2O a specifické primery (viz tabulka 4-9) byly 
smíchány a roztok rozdělen po 20 μl do 96-jamkové destičky. K němu bylo do každé jamky 
přidáno 5 μl cDNA (viz tabulka 4-10). Každý vzorek byl měřen v duplikátech a jako 
kontrola kontaminace byl použit master-mix bez cDNA. Destička se vzorky RNA byla 
krátce centrifugována. qRT PCR byla provedena použitím přístroje ABI Prism 7300 podle 
doporučení v manuálu (viz tabulka 4-11) s přidáním disociační křivky k potvrzení specifity 
amplifikovaných produktů.  
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Tabulka 4-9: Seznam použitých oligonukleotidů jako primerů.   
Gen Forward Reverse 
PML 5`-CCGCAAGACCAACAACATCTT-3` 5`-CAGCGGCTTGGAACATCCT-3` 
IRF-1 5`-CTGGCACATCCCAGTGGAA-3` 5`-  CATCCTCATCTGTTGTAGCTTCAGA-3` 
MxA 5`-CTC CCA CTC CCT GAA ATC TG-3` 5`-GAG CTG TTC TCC TGC ACC TC-3` 
GAPDH 5`-GTCGGAGTCAACGGATTTGG-3` 5`-AAAAGCAG CCCTGGTGACC-3` 
 
Tabulka 4-10: Real time PCR master-mix pro jeden gen. 
Počet reakcí Složka  1x (μl) 15x (μl) 
templátová cDNA   5 75 
Master Mix (SYBR Green PCR Master Mix, ABI) 12,5 187,5 
Primery (2.5 μM, forward + reverse) 2,5 37,5 
dd.H2O 5 75 
Celkový objem  25 375 
 
Tabulka 4-11: Program reakce qRT PCR. 
Stupeň Teplota Čas Opakování
1 50°C 2:00 1 
2 95°C 10:00 1 








5 4°C for ever -- 
Po doběhnuté reakci byla získána data Ct, která reprezentovala kvantifikaci produktů. 
Tyto hodnoty byly analyzovány komparativní Ct metodou (∆∆Ct). Tato metoda umožňuje 
relativní kvantifikaci genové exprese bez potřeby standardní křivky tvořené cílovými geny 
a referenční kontrolou, kterým byl „housekeeping“ gen GAPDH.  
Detailní matematické vysvětlení metody ∆∆Ct je skrze proporční vztah mezi 
hraničním cyklem (Ct) a originální úrovní genové exprese a dvojnásobné množství 
produktu v každém cyklu. Původní hladina exprese (L) každého genu je vyjádřena jako L = 
2 - Ct. K normalizaci hladiny exprese genu (např. MxA) oproti housekeeping genu 
(GAPDH) byla hladina exprese rozdělena podle:  
2 - Ct (MxA) 
2 - Ct (GAPDH) 
K určení změny v genové expresi MxA je normalizovaná exprese genu (except) 
v experimentálním vzorku dělena expresí stejného ale normalizovaného genu (control): 
2 - Ct (except) 
2 - Ct (control)   kde ∆∆Ct je rovno ∆Ct (except) - ∆Ct (control).
= 2 - [Ct (MxA) – Ct (GAPDH)]  = 2 - ∆Ct  




4.3 Tymidin indukuje předčasnou buněčnou senescenci a 
expresi SA-β-galaktosidázy 
Tymidin (ThyMiDine, TMD) je jeden ze čtyř nukleosidů, z nichž je tvořena DNA. V 
koncentraci vyšší, než je buňce vlastní, působí změnou poměru deoxynukleotid-trifosfátů 
(dNTPs), konkrétně zvýšením hladiny buněčného dTTP. To má za následek inhibici 
ribonukleotid reduktázy, která katalyzuje formaci prekurzorů DNA. Buňka nemůže 
syntetizovat tyto prekurzory a díky tomu zastavuje buněčný cyklus před zahájením 
replikace DNA na přelomu fází G1 a S.  
Při experimentech cílených na indukci oprav DNA u synchronizovaných buněk v S-
fázi bylo mimo jiné zjištěno, že 2 mM TMD po jednodenním působení, vymytí a po 
následujícím třídenním působení vyvolává u buněk karcinomu tlustého střeva (DLD-1) 
morfologické změny spojené s buněčnou senescencí (Engstrom et Kmiec, 2007). Zajímalo 
nás, zda TMD vyvolá podobné změny morfologie buněk bez jednodenního předpůsobení 
pouze po kontinuálním působení. 
Pro ověření, zda dlouhodobé působení TMD vyvolá také u kontinuálně 
proliferujících linií karcinomu plic (A549) a děložního čípku (HeLa) trvalou zástavu 
buněčného cyklu nebo eliminaci buněk apoptózou, vystavili jsme tyto buňky 
dlouhodobému působení 2,5 mM tymidinu (9 dní). 
Jako kontrolní indukce zástavy buněčného cyklu byla použita kombinace látek 
analoga tymidinu 5´-bromo-2´-deoxyuridin (BrdU) s antibiotikem distamycinem A 
Janderová-Rossmeislová et al., 2007; Michishita et al., 2002). Díky nedostupnosti 
distamycinu A nastálé v průběhu práce na DP bylo nutné omezit indukci kontrolní 
senescence pouze na samotný BrdU, který byl podán ve zvýšené koncentraci. Efekt této 
látky na buněčnou senescenci byl prokázán již dříve (Michishita et al., 2002; Nováková Z., 
manuskript v revizi). 
Buňky byly nasazeny v počtu 25 000 buněk/cm2, za 24 hodin bylo živné medium 
vyměněno a přidán 2,5 mM tymidin (TMD) a do paralelní kultivační misky 100 μM BrdU. 
Pro zhodnocení efektu látek na indukci morfologických změn byly po 9 dní buňky na 
miskách sledovány pod fázovým kontrastem a fotografovány při zvětšení 400x. Buňky 
ošetřované oběma látkami byly porovnány s exponenciálně rostoucími kontrolními 




Obrázek 5-1: Dlouhodobé podávání tymidinu vyvolává morfologické změny 
charakteristické pro buněčnou senescenci. Stabilní buněčné linie HeLa II a A549 po 
vystavení 100 μM BrdU a 2,5 mM TMD po dobu 9 dní. Snímky byly pořízeny pomocí 
fázového kontrastu světelného mikroskopu. Zvětšení 400x. 
 
Buňky linií HeLa II a A549 po 9 dní ošetřované TMD ukázaly zástavu růstu a 
morfologické změny obdobně jako buňky po působení BrdU. Šipky na obrázku 5-1 
(C, D, F, G) ukazují buňky, které zvětšily plochu cytoplazmy a rozšířily jádro v porovnání 
s kontrolními buňkami na obrázcích A a E bez působení látek. 
Na základě potvrzení morfologických změn buněk, které vyvolal TMD, jsme 
ke konkrétnímu průkazu indukce senescence použili konvenční test na změření aktivity se 
senescencíspojené exprese β-galaktosidázy (SA-β-gal) (Dimri et al., 1995). Pro tento účel 
podstoupily buňky A549 stejné působení TMD a BrdU po 9 dní jako v předchozí části 
experimentu. Zároveň nás zajímalo, zda existuje rozdíl mezi účinkem přímého a nepřímého 
inhibitoru ribonukleotid reduktázy. Pro tento účel byly buňky HeLa I a II vystaveny 
nepřímému inhibitoru (TMD) a přímému inhibitoru hydroxymočovině (HydroxyUrea, HU) 
(Yogev et al., 2006) po 6 a 9 dní. 
Buňky všech linií byly nasazeny v denzitě 25 000 na cm2. V 80% konfluenci byly 
paralelně ošetřeny 2,5 mM tymidinem, 100 μM BrdU a 150 μM HU. Kontrolní kulturou 
byly exponenciálně rostoucí buňky bez působení látek v mediu. Za 6 a 9 dní byly buňky 
zafixovány a inkubovány s neutrálním substrátovým roztokem X-Gal. Množství 
senescentních buněk bylo kvantifikováno manuálně pomocí světelného pole 
fluorescenčního mikroskopu Leica DM 6000B s digitální barevnou kamerou 450 FX a to 
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v deseti náhodných zorných polích každého sklíčka (celkový počet zhodnocených buněk 
3605) (viz 5.2.2). 
 
 
Obrázek 5-2: Tymidin vyvolává zvýšenou expresi SA-β-galaktosidázy u A549 po 6 a 9 
denním působení TMD a BrdU (A) a HeLa I a II po 9 denním působení HU a TMD (B). 
Zvětšení 630x. Čísla znázorňují procentuální zastoupení buněk pozitivních na SA-β-gal.  
Na obrázku 5-2 je ověření indukce předčasné buněčné senescence u buněk A549 a 
HeLa I a II pomocí detekce SA-β-galaktosidázy. Senescentní buňky měly po 6 denní 
expozici TMD a BrdU zvýšenou aktivitu enzymu β-galaktosidázy. TMD u těchto buněk 
vyvolal mírně vyšší počet SA-β-gal-pozitivních buněk než BrdU (obr. 5-2A). Přestože HU 
a TMD působí jiným mechanismem účinku (přímá, resp. nepřímá inhibice ribonukleotid 
reduktázy) a byly použity v rozdílných koncentracích, výsledný efekt (tj. počet 
senescentních buněk) byl srovnatelný (viz obrázek 5-2B). 
Protože se pro optimalizaci indukce senescence vyvolané expozicí genotoxickým 
látkám používá strategie dlouhodobého působení látek s nejnižším nutným cytotoxickým 
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účinkem, testovali jsme nižší i vyšší koncentrace TMD:  1 mM, 2,5 mM a 5 mM. Po 9 
dnech bylo zjištěno, že 1 mM TMD na indukci senescence nestačí, což bylo nepřímo 
zjištěno již dříve (Engstrom et Kmiec, 2007). Při koncentracích 2,5 a 5 mM vyvolal 
senescenci srovnatelně a ani 5 mM koncentrace TMD nevedla k buněčné smrti, ale 
k rozvoji senescence (data neukázána). Pro další experimenty byl proto použit TMD opět 
v koncentraci 2,5 mM. 
Působení opakovaných dávek 2,5 mM TMD nevyvolalo apoptózu, ale trvalou zástavu 
buněčné proliferace spojenou s morfologickými změnami charakteristickými pro buněčnou 
senescenci (viz obrázek 5-1). Tento stav byl v další části experimentu prokázán jako 
předčasná buněčná senescence pomocí pozitivní detekce aktivity  enzymu SA-β-
galaktosidázy (viz obrázek 5-2). Obě zvolené linie reagovaly na působení TMD stejně jako 
DLD-1 buňky použité pro indukci opravných mechanismů (Engstrom et Kmiec, 2007) a 
osvědčily se proto jako vhodný model pro další charakterizaci tymidinem indukované 
senescence. 
 
4.4 Tymidin vyvolává perzistentní odpověď na poškození DNA  
Za kauzální příčinu buněčné senescence se v současné době považuje neopravitelné 
poškození DNA, které vede k dlouhodobé signalizaci poškození DNA a s tím spojené 
zástavě buněčného cyklu (Bartková et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005; Rodier et al., 
2009).  
 Tymidin byl navržen jako optimální prostředek k indukci zvýšené míry oprav DNA 
bez vyvolání genotoxických účinků (Engstrom et Kmiec, 2007). Koncentrace TMD 1-
2  mM je běžně používána k synchronizaci savčího buněčného cyklu na hranici fází G1 a S 
(Shedden et Copper, 2002). Nicméně koncentrace 2,5 mM vyvolala  indukci fragilních míst 
(Jacky et al., 1983), což naznačuje, že tymidin v této koncentraci má genotoxický efekt.  
Ačkoliv TMD v S-fázi aktivuje opravné mechanismy DNA, nebylo přímo dokázáno, 
že způsobuje poškození DNA per se. Zajímalo nás tedy, zda tato látka ve vyšší koncentraci 
vyvolá poškození DNA detekované tvorbou jaderných fokusů pozitivních na přítomnost 
proteinu 53BP1 a H2AX fosforylovanému na serinu 319 (S139; γH2AX), které jsou 
indikátory zlomů DNA (Rodier et al., 2009; Ward et al., 2003). 
K zodpovězení této otázky jsme použili nepřímé duální imunofluorescenční značení 
pomocí primárních protilátek proti 53BP1 a γH2AX u buněk HeLa II, které byly vystaveny 
2,5 mM TMD. Pro srovnání indukce poškození DNA jsme testovali také efekt vybraných 
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genotoxických látek používaných v chemoterapii nádorových onemocnění, u nichž bylo 
poškození DNA formou indukce dvouvláknových zlomů již popsáno. Testovanými  
látkami byl analog nukleotidu BrdU (Moris S.M., 1991), inhibitor topoizomerázy II 
etoposid (Caldecott et al., 1990), inhibitor topoizomerázy I kamptotecin (Rothenberg M.L., 
1997), látka vytvářející kovalentní příčné vazby v DNA cisplatina (Gonzalez et al., 2001), 
inhibitor ribonukleotid reduktázy hydroxymočovina (HU) (Saban et Bujak, 2009), inhibitor 
DNA polymeráz α a δ  afidikolin (Dhillon et al., 2003) a antibiotikum distamycin A 
(Chandra et al., 1970).  
Buňky HeLa II byly nasazeny v denzitě 25 000 buněk na cm2 a v 80% konfluenci 
paralelně ošetřeny 2,5 mM TMD, 100 μM BrdU, 10 μM etoposidem, 0,25 μM 
kamptotecinem, 1 μM cisplatinou, 150 μM hydroxymočovinou, 0,3 μM afidikolinem a 
10 μM distamycinem A. Po 24 hodinách a 6 dnech (v případě TMD) byly buňky 
zafixovány a značeny duálně nepřímou imunofluorescencí pomocí myší protilátky proti 
γH2AX a králičí protilátky proti 53BP1 (sekundární protilátky Alexa Fluor 488 proti myší 
primární protilátce a 568 proti králičí primární protilátce). Jako kontroly byly použity 




Obrázek 5-3: Tvorba jaderných fokusů poškození DNA (γH2AX a 53BP1) po 1 dni 
působení sedmi různými genotoxickými látkami: kontrola (A), 100 μM 5´-bromo-2´-
deoxyuridin (B), 10 μM etoposid (C), 0,25 μM kamptotecin(D), 1 μM cisplatina (E, F), 
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150 μM hydroxymočovina (G), 0,3 μM afidikolin (H) a 10 μM distamycin A (I). Obrázky 
byly pořízeny pomocí konfokálního mikroskopu. Buňky HeLa II byly značeny duálně 
nepřímou imunofluorescencí protilátkami proti γH2AX (zeleně) a 53BP1 (červeně). Jádra 
byla detekována DAPI (modře). Všechny snímky jsou ve zvětšení 1000x kromě panelu (C), 
který má zvětšení 1000x a digitální zvětšení 5,4x.  
 
Na obrázku 5-3 je prezentováno jednodenní působení vybraných genotoxických 
látek, které způsobilo různou míru formace jaderných fokusů testovaných indikátorů 
poškození DNA v závislosti na použité látce.  
 Kontrolní buňky (obr. 5-3, panel A) mají neaktivní H2A.X a normální vzhled 
proteinu 53BP1, kdy je v jádře přítomna akumulace 53BP1 soustředěná do jednoho místa 
(tzv. OPT domain). Poškození DNA je příčinou fosforylace a relokalizace γH2AX a 53BP1 
(viz 3.2.1.3.1.1). Etoposid a BrdU ve srovnání s ostatními látkami indukovaly menší 
množství malých fokusů γH2AX a 53BP1 (obr. 5-3B, C, D). Cisplatina a distamycin A 
indukovaly velké množství malých fokusů (ob. 5-3F, I). Kamptotecin, hydroxymočovina a 
afidikolin vytvořily vedle difúzního vzhledu malých fokusů i větší množství velkých 




Obrázek 5-4: Tymidin po jednodenním působení vyvolává tvorbu fokusů poškození DNA 
(γH2AX a 53BP1). Buňky HeLa II byly duálně imunofluorescenčně značeny protilátkami 
proti γH2AX (zeleně) a 53BP1 (červeně) a jádra byla detekována interkalačním barvivem 
DAPI (modře). Snímky byly pořízeny pomocí konfokálního mikroskopu ve dvou různých 
zvětšeních. Panely A, B, C jsou se zvětšením 1000x, panel D navíc s digitálním zvětšení 
5,4x. 
 
Na obrázku 5-4 je představena formace jaderných fokusů poškození DNA, 
prezentovaných aktivací a relokalizací proteinů γH2AX a 53BP1 v odpovědi na působení 
TMD u buněk HeLa II. Již po 1 dni testované indikátory poškození DNA utvářely 
v buněčných jádrech malé fokusy, které s pokračováním inkubace buněk v TMD (6 dní) 
přibývaly. Tyto fokusy byly podobné těm, které vyvolalo jednodenní působení cisplatiny a 
hydroxymočoviny (viz obr. 5-3F, G). Kontrolní neošetřené buňky ukázaly normální difúzní 
vzhled obou testovaných proteinů. 
Protože TMD při kontinuálním šestidenním podávání zvýšil počet fokusů poškození 
DNA, bylo nutné rozlišit, zda jde o kontinuální formaci nových fokusů či o persistenci 
neopravitelných lézí (PDDF, viz 2.3.2.1), které jsou jedním ze znaků senescence (Rodier et 
al., 2009). Pro zodpovězení této otázky byly buňky v další části experimentu následně 
vystaveny pouze jediné dávce TMD, který byl za tři dny inkubace z média odstraněn a 
buňky byly sledovány při kultivaci v čistém médiu po dobu dalších sedmi dní. Poté byla 
provedena analýza imunoblotem s detekcí markerů aktivní odpovědi na poškození DNA: 
fosforylovaného γH2AX, p53 a jeho aktivované formy p53 fosforylované na serinu 15 
(S15) (viz 3.2.1.4.1) (Zhang et al., 2005). Pro ověření indukce inhibitorů buněčného cyklu 
byla provedena detekce proteinu p21, což je inhibitor komplexu CDK2/cyklinE, a jeho 
transkripce je pod kontrolou p53 (Ressler et al., 2006). 
Buňky linie A549 byly v 80% konfluenci ošetřeny jednou tři dny trvající expozicí 2,5 
mM TMD. Po dobu 10 dnů byl každý den sklizen jeden vzorek. Populace buněk byla 
lyzována, proteinová směs byla separována pomocí SDS polyakrylamidové elektroforézy a 
elektrickým transferem přenesena na membránu, na které byly jednotlivé proteiny značeny 
protilátkami (králičí proti-lidskému fosfoproteinu p53 (S15), králičí proti-lidskému p53, 
myší proti-lidskému p21, myší proti-lidskému fosfoproteinu γH2AX a myší proti-lidskému 




Obrázek 5-5: Jednorázové podání tymidinu vyvolává perzistentní poškození DNA a 
aktivuje inhibitory buněčného cyklu. Imunoblotová analýza proteinů izolovaných z buněk 
A549 ošetřených jednou dávkou 2,5 mM TMD. C- proteinový lyzát z kontrolních buněk bez 
TMD; (1-10) den 1 až den 10. 
 
Na obrázku 5-5 jsou prezentovány hladiny exprese testovaných proteinů u buněk 
A549. V souladu s předchozím experimentem (viz obrázek 5-4B), jednorázové podání 
TMD vyvolalo fosforylaci proteinu γH2AX již po 24 hodinách. Hladina γH2AX 
přetrvávala téměř nezměněná až do konce experimentu (10. den). Hladina p53 se 
pozorovatelně zvedala rovněž po 24 h, stejně tak jeho aktivovaná forma (p53pS15), která 
na rozdíl od totálního p53 po kulminaci okolo druhého dne k desátému dni postupně 
klesala. Hladina p21 narůstala vzhledem k ostatním testovaným proteinům se zpožděním 
a kulminovala okolo čtvrtého dne, pak opět postupně klesala k desátému dni. Působení 
TMD vyvolalo poškození DNA již po 24 hodinách a to jak u buněk HeLa II tak i A549 (viz 
obrázek 5-4). Toto poškození bylo podobné účinku genotoxických látek hydroxymočoviny 
a cisplatiny (viz obrázek 5-3F,G). TMD vyvolal po jediné dávce zástavu buněčného cyklu 
indukci markerů poškození DNA a zvýšenou expresi p21, inhibitoru CDK2/cyklinuE (viz 
obrázek 5-5). Hladiny markerů poškození DNA přetrvávaly po celých 10 dní po jedné 
dávce TMD. To naznačuje, že tymidin navozuje perzistentní poškození DNA, které 
přetrvává v buňce dlouhou dobu a které by mohlo být příčinou předčasné senescence 
pozorované po podání TMD. 
4.5 Počet jaderných tělísek PML a hladina PML se zvedá 
v buňkách vystavených TMD 
Buněčná senescence je kromě perzistentní aktivace indikátorů poškození DNA 
(Rodier et al., 2009) a stabilizace proteinů zástavy buněčného cyklu (Pascal et al., 2005) 
charakterizována i indukcí nádorových supresorů (Bischof et al., 2002). Mezi takové 
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proteiny patří zejména p53, pRb a PML, které vzájemně interagují (Pearson et Pelicci, 
2001).  
Exprese proteinu PML je u aneuploidních imortalizovaných buněčných linií ve  
srovnání s normálními buňkami tkání na nízké hladině (Salomoni et al., 1995). Bylo však 
popsáno, že se jeho hladina zvyšuje za doprovodné tvorby jaderných tělísek PML nejen u 
replikační senescence normálních buněk (Robles et al., 1999), ale také u senescence 
indukované aktivovanými onkogeny (Ferbeyre et al., 2000). Na základě dalších publikací 
dokazujících, že je PML indukován k tvorbě jaderných tělísek v různých druzích chemicky 
vyvolané předčasné senescence (Bischof et al., 2001; Janderová-Rossmeislová et al., 
2007), jsme chtěli otestovat hypotézu, zda je PML indukován také v senescenci vyvolané 
expozicí TMD. K zodpovězení této otázky byly modelové buňky A549 po působení TMD 
značeny nepřímou imunofluorescencí pomocí myší protilátky specifické proti všem 
izoformám PML.  
Na základě experimentů, při kterých bylo také zjištěno, že se po různých druzích 
stresu (např. teplotní šok, expozice arsenu, poškození DNA a aberantní exprese onkogenů) 
zvyšuje PML na úrovni proteinu (Pearson et Pelicci, 2001), byl v další části experimentu 
celkový protein izolovaný z buněk A549, exponovaných jedné dávce TMD, analyzován 
pomocí imunoblotu detekcí králičí protilátkou specifickou proti všem izoformám PML.   
Buňky A549 byly nasazeny v denzitě 20 000 buněk/cm2, v 80% konfluenci ošetřeny 
2,5 mM TMD, který byl kontinuálně přidáván po dobu 6 a 9 dní. Poté byly zafixovány a 
značeny nepřímou imunofluorescencí (sekundární protilátka Alexa Fluor 488). Snímky 
byly pořízeny pomocí fluorescenčního mikroskopu Leica s černobílou kamerou FX 350 ve 




Obrázek 5-6: Tymidin indukuje tvorbu jaderných tělísek PML. Buňky A549 byly po 6 a 9 
denním působení TMD imunofluorescenčně značeny protilátkou proti PML (zeleně) a DNA 
byla značena DAPI (modře). Snímky byly pořízeny pomocí fluorescenčního mikroskopu při 
zvětšení 1000x (první tři sloupce) a jedno jádro (bílý rámeček) bylo zvětšeno digitálně 
dodatečně (poslední sloupec). 
 
Na obrázku 5-6 je představen efekt působení TMD v délce 6 a 9 dní na formaci 
jaderných tělísek PML u buněk A549. Buňky, které byly po TMD senescentní, měly 
zvýšenou tvorbu jaderných tělísek PML. Počet tělísek byl vyšší po 9 dnech (obrázek 5-6C) 
než po 6 dnech působení TMD (obrázek 5-6B). 
Ke zhodnocení, zda je formace jaderných tělísek PML po podání TMD spojena se 
zvýšením hladiny proteinu PML, bylo použito stanovení hladiny proteinu PML pomocí 
imunoblotové analýzy. 
Buňky linie A549 byly vystaveny jedné dávce TMD po 10 dní a následně byl  každý 
den sklizen jeden časový bod; nebo opakovaným dávka (viz obr. 5-7): jedné (první tři dny), 
dvěma (první a třetí den) a třem (každý druhý den) dávkám TMD po celkovou dobu 6 dní, 
6. den byly buňky sklizeny na imunoblot (viz výše).  
 
Obrázek 5-7: Schéma dávkování tymidinu. 
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Celkový protein všech vzorků byl separován pomocí SDS polyakrylamidové 
elektroforézy. Proteiny byly v dalším kroku přeneseny na nitrocelulózové membrány 
s použitím mokrého typu elektrického přenosu. Membrány byly inkubovány s protilátkami 
(králičí proti PML a myší proti GAPDH), které byly detekovány chemiluminiscencí 
expozicí na rentgenový film (viz 5.2.4).  
 
Obrázek 5-8: Tymidin zvyšuje hladinu celkového a modifikovaného PML. PML  v A549 
po jedné dávce TMD od 1. po 10. den (1-10; panel A); po jedné, dvou a tří dávkách TMD 
buněk sklizených po 6 dnech (panel B). C - kontrolní buňky bez TMD. 
Na obrázku 5-8 je prezentováno zvýšení exprese a/nebo post-translačních modifikací 
proteinu PML po působení jedné či opakovaných dávek TMD. Z obrázku 5-8A vyplývá, že 
jedna dávka TMD zvýšila pouze množství modifikací izoforem PML. Tyto 
vysokomolekulární formy (nad 130 kDa) kulminovaly v 5. den od působení jedné dávky 
TMD (obrázek 5-8A), poté postupně klesaly. V buněčné populaci od šestého dne postupně 
přibývaly buňky s absencí senescentního fenotypu. Opakované podávání TMD (každý 
druhý a třetí den) naproti tomu vedlo současně i ke zvýšení nemodifikovaných isoforem 
PML (obrázek 5-8B).  
Lze uzavřít, že dlouhodobé vystavení buněk TMD zvedá jak počet jaderných tělísek 
PML, tak celkovou hladinu PML. Výskyt vysokomolekulárních forem naznačuje post-
translační modifikace PML indukované podáním TMD.  
4.6 Závislost formace jaderných tělísek PML na p53 
Bylo popsáno, že je myší p53 stabilizován v odpovědi buněk na chemické poškození 
DNA a to pouze u buněk s normální expresí PML ve srovnání s PML-/- buňkami (Louria-
Hayon et al., 2003). U lidských buněk je p53 transientně asociován s jadernými tělísky 
PML po aktivaci onkogenu Ras (Ferbeyre et al., 2000), expozici ionizujícímu i 
neionizujícímu záření (Carbone et al., 2002) a dokonce při exogenní expresi PML izoformy 
IV (Fogal et al., 2000). Bylo také zjištěno, že exprese genu PML je pod kontrolou proteinu 
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p53 (Stanchina et al., 2004). Tyto skutečnosti naznačují, že by mohla být formace PML 
NBs v závislosti na stabilizaci p53. 
Protože TMD vyvolává poškození DNA (viz obr. 5-4), které aktivuje p53 fosforylací 
na S15 (viz obr. 5-5), čímž jej stabilizuje, a zároveň zvyšuje počet PML NBs (viz obr. 5-6) 
doprovázený zvýšenou expresí a/nebo post-translačními modifikacemi PML (viz obr. 5-8), 
chtěli jsme zjistit, zda tymidinem indukovaná formace jaderných tělísek PML a zvýšení 
hladiny PML je závislé na p53.  
Pro tento účel jsme využili jako model linii nádorových buněk osteosarkomu U-2-Os 
p53DD se stabilní doxycyklinem regulovatelnou (DOX off) expresí dominantně negativní 
(DN) formy (deleční mutanty) proteinu p53 (Sörrensen et al., 2000; Mailand et al., 2000). 
Exprese této formy byla potlačena doxycyklinem (Dox+) a buňky exprimovaly normální 
p53 (p53on). Po odmytí doxycyklinu (Dox-) z média došlo za 24 hodin k indukci exprese 
DN formy p53, která asociovala s normálním proteinem p53 (tetramer) a inhibovala jeho 
funkci (p53off). K určení možného rozdílu v indukci formace jaderných tělísek PML u 
senescentních buněk s funkčním i nefunkčním proteinem p53 bylo provedeno nepřímé 
imunofluorescenční značení proteinu PML.  
Buňky U-2-Os p53DD Dox+/Dox- byly nasazeny v denzitě 20 000 buněk na cm2 a 
v 80% konfluenci ošetřeny TMD, který byl přidáván po 6 a 9 dní. Poté byly buňky 
zafixovány a značeny nepřímou imunofluorescencí myší protilátkou proti PML (sekundární 
protilátka Cy3). Jaderná tělíska PML byla snímána pomocí fluorescenčního mikroskopu 
Leica DM 6000 s černobílou digitální kamerou 350 FX a pozorována také pomocí 




Obrázek 5-9: Exprese dominantně negativní formy p53 nemá vliv na tvorbu jaderných 
tělísek PML indukovanou tymidinem. Buňky U-2-Os p53DD (Dox+/Dox-) byly vystaveny 
TMD po dobu 6 a 9 dní a imunofluorescenčně značeny proti PML (červeně). Jádra značena 




Na obrázku 5-9 je prezentován vliv exprese DN formy p53 na tvorbu tělísek PML po 
indukci senescence TMD. Kontrolní buňky (Dox+/Dox-) měly stejné množství PML NBs 
bez ohledu na expresi DNp53. Rovněž buňky po 6 a 9 denním vystavení TMD se nelišily 
významně tvorbou jaderných tělísek PML s ohledem na expresi DNp53. Narůstající tvorba 
tělísek PML v U-2-Os p53DD korelující s délkou kultivace byla obdobná jako u buněk 
A549 z experimentu 5-3 (viz obrázek 5-6). 
Během tohoto experimentu bylo při pozorování pomocí konfokálního mikroskopu 
zjištěno, že testované buňky tvoří balónovité/barelovité struktury PML (anglicky 
popisované jak „PML doughnuts“) (viz 3.7.3.1). Tyto struktury byly popsány v souvislosti 
se sekvestrací velkého množství proteinů zahrnutých do oprav poškozené DNA (Sterndorf 
et al., 1997) a remodelace chromatinu (Luciani et al., 2006). Rovněž byl popsán obdobný 
typ struktur PML asociujících s buněčnými jadérky („PML nucleoli-derived structures“; 
PML-NDs) (Jaderová-Rossmeislová et al., 2007). 
 
Obrázek 5-10: Tymidin indukuje tvorbu balónovitých struktur PML okolo jadérek. 
Snímky pořízeny ze vzorku buněk U-2-Os p53DD (Dox+/Dox-) po 6 denním působení 
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TMD. Jádra značena DAPI (modře). Obrázky pomocí konfokálního mikroskopu. Zvětšení 
1000x a digitální zoom 5,4 krát. 
Na obrázku 5-10 je dokumentována formace balónovitých jaderných tělísek PML 
asociovaných s DAPI-negativními oblastmi po indukci TMD, které se vytvářejí v oblasti 
jadérek. Tyto struktury byly pozorovány u přibližně 50% buněk U-2-Os p53DD a nebyly 
nalezeny u buněk A549. 
Exprese dominantně negativní formy p53 nemá vliv na formaci tělísek PML jak 
v kontrolních tak v buňkách vystavených tymidinu.  
4.7 Hladina PML není ovlivněna expresí dominantně negativní 
formy p53  
Na základě dat z předchozího experimentu 5.4, který neukázal žádný rozdíl ve 
formaci jaderných tělísek PML u buněk s expresí dominantně negativní formy p53 (viz obr. 
5-9), jsme tento výsledek ověřili na úrovni hladin proteinů PML a p53 pomocí imunoblotu 
a to spolu s analýzou exprese známého transkripčního cíle p53 – p21, který je indukován 
tymidinem (viz obr. 5-5). 
Buňky byly rozděleny na tři vzorky a nasazeny v denzitě 25 000 buněk na cm2. V 
80% konfluenci byly ošetřeny TMD, který byl přidán podle schéma v experimentu 5.4 (viz 
obr. 5-7). Buňky byly 6. den sklizeny, celkový protein byl separován pomocí SDS PAGE, 
přenesen na membránu a detekován s primárními protilátkami: králičí proti PML, králičí 
proti p53, králičí proti fosfoproteinu p53 (S15), myší proti p21, myší proti p16, myší proti 
γH2AX a myší proti GAPDH. Imunoreaktivní signál byl detekován chemiluminiscencí 




Obrázek 5-11: Vliv exprese dominantně negativní formy p53 na hladiny markerů 
poškození DNA a buněčné senescence.  
Z výsledku imunoblotové analýzy (obr. 5-11), která umožnila srovnat expresi PML u 
buněk bez a s expresí DNp53 vyplynulo, že funkční deplece p53 neměla vliv na hladinu 
PML. TMD zvýšil hladinu exprese a/nebo množství post-translačních modifikací PML 
mnohem výrazněji u U-2-OS p53DD než u A549 (viz obr. 5-8) a to již po jediné dávce. 
Naproti tomu měla exprese dominantně negativní formy p53 vliv na celkovou hladinu p21 
po indukci TMD, v p53 off buňkách byla hladina p21 výrazně nižší než v buňkách 
s normální expresí p53. Slabá indukce p21 u buněk bez funkčního p53 po opakovaném 
podávání TMD je zřejmě efektem nedokonalé inhibice proteinu p53 jeho negativně 
dominantní formou.  
p16 byl naopak vyšší u buněk s nefunkčním p53, což naznačuje  kompenzační 
aktivaci pRb dráhy (viz 2.4) (Mallette et al., 2004) vedoucí k indukci trvalé zástavy 
buněčného cyklu spojené s senescencí indukovanou TMD, která nebyla ovlivněna expresí 
DNp53 (viz níže). Exprese DNp53 rovněž vedla ke zvýšení hladiny proteinu γH2AX, což 
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naznačuje přetrvávání poškození DNA v buňkách s oslabením p53-závislé transkripce 
genů, které se účastní reparačních mechanismů (Gresko et al., 2009).  
Lze uzavřít, že exprese dominantně negativní formy p53 neměla vliv na hladinu PML 
po indukci senescence tymidinem, což naznačuje, že exprese PML u tohoto typu 
senescence je nezávislá na p53.    
4.8 Vývoj tymidinem-indukované senescence není závislý na 
proteinu p53 
V experimentech před téměř dvěma desítkami let bylo zjištěno, že je protein p53 u 
lidských hematopoetických progenitorových buněk stabilizován po vzniku poškození DNA 
vyvolaném expozicí UV záření nebo inhibitoru topoizomerázy II actinomycinu D (Kastan 
et al., 1991). Dále bylo zjištěno, že v případě ablace p53 u myších buněk nedochází 
k iniciaci předčasné senescence indukované aktivovaným onkogenem Ras (Ferbeyre et al., 
2002). Protože TMD v testované koncentraci vyvolal poškození DNA (viz experiment 5.5) 
i senescenci (viz experiment 5-1), zajímalo nás, zda buňky bez proteinu p53 podstoupí také 
senescenci, která bude nezávislá na p53, nebo naopak apoptózu.  
Pro zjištění, zda je vývoj tymidinem-indukované předčasné senescence závislý na 
p53, jsem působila TMD na buňky U-2-Os p53DD. K průkazu indukce senescence byl opět 
použit histochemický test aktivity SA-β-galaktosidázy (Dimri et al., 1995). Kontrolní 
indukce předčasné senescence byla vyvolána pomocí BrdU (viz experiment 5-1, obr. 5-
2A). Kromě testovaných markerů DDR hladiny (γH2AX, p53, p53pS15), byla jako 
kontrola účinnosti exprese DN formy p53 a inhibice normálního p53 u testovaných buněk 
použita detekce hladiny p21. 
Buňky U-2-OS p53DD (Dox+/Dox-) byly nasazeny na sklíčka v denzitě 20 000 
buněk na cm2. Za 24 hodin byly paralelně ošetřeny 2,5 mM TMD a 100 μM BrdU, se 
kterými byly kontinuálně inkubovány po 6 a 9 dní. Vzorek buněk U-2-OS p53DD 
(Dox+/Dox-) pro imunoblotovou analýzu byl ošetřen TMD a to po 3 dny. 
Buňky pro histochemické značení byly po inkubaci s oběma látkami fixovány a 
inkubovány se substrátovým barvícím roztokem X-Gal. Pak byly pozorovány pod fázovým 
kontrastem světelného mikroskopu a ke zhodnocení modrého zabarvení aktivity β-
galaktosidázy bylo použito snímání ve světelném poli. Kontrolní kulturou byly tytéž 
exponenciálně rostoucí linie bez působení látek v médiu. Množství jednotlivých buněk 
představujících senescentní buňky bylo kvantifikováno ve světlém poli fluorescenčního 
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mikroskopu Leica DM 6000B s digitální barevnou kamerou FX 450 a to v deseti 
náhodných zorných polích. Všechny obrázky jsou ve zvětšení 630x (viz 5.2.2). 
 
Obrázek 5-12: Tymidinem indukovaná senescence není závislá na p53. Kultury U-2-Os 
p53DD (Dox+/Dox-) ošetřené BrdU (horní panel) a TMD (dolní panel) po 6 a 9 dní byly 
obarveny na aktivitu SA-β-gal. Čísla vpravo dole představují procentuální zastoupení 
buněk positivních na SA-β-gal v buněčné populaci. Zvětšení 630x.  
Obrázek 5-12 ukazuje indukci předčasné tymidinem indukované senescence u buněk 
linie U-2-Os p53DD, po detekci SA-β-galaktosidázy. Vzorky p53on i p53off měly v 9. den 
stejný počet SA-β-gal pozitivních buněk (92±2% a 93±1,5%), mírně se lišily se v 6. den po 
podání TMD (52±13% u buněk bez p53 a 32±9,5% s p53, obr. 5-12C, D).  
Buňky U-2-Os p53DD (Dox+/Dox-) byly paralelně s předchozí částí experimentu 
vystaveny jedné dávce TMD po 3 dny, kdy byl lyzát sbírán u všech vzorků každý den. 
Celkový protein všech vzorků byl separován pomocí SDS polyakrylamidové elektroforézy. 
Proteiny byly v dalším kroku přeneseny na nitrocelulózovou membránu, která byla 
inkubována s protilátkami (králičí proti PML, myší proti p21 a myší proti GAPDH) a 
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Obrázek 5-13: Exprese p21 po vystavení U-2-Os p53DD tymidinu byla závislá na intaktní 
funkci p53.  
Pozitivní kontrolou správné funkce doxycyklin-inducibilního systému pro potlačení 
funkce normálního proteinu p53 je ukázka na obrázku 5-13. p21 jako transkripční substrát 
aktivovaného p53 měl po indukci senescence TMD vyšší hladinu u buněk s normálním 
p53.  
Lze uzavřít, že exprese dominantně negativní formy p53 nemá vliv na rozvoj 
tymidinem-indukované senescence, což naznačuje, že p53 není klíčový pro tento typ 
senescence.  
4.9 Tvorba fokusů poškození DNA není závislá na p53 
Bylo zjištěno, že PML NBs sekvestrují některé proteiny, které se účastní DDR, např. 
γH2AX a BRCA1 (Carbone et al., 2002). PML NBs také sekvestruje p53, čímž umožňuje 
interakci p53 s proteiny, které jej regulují a samy mají úlohu v DDR (např. CHK2, HDM2) 
(Lauria-Hayon et al., 2003). Hladina γH2AX byla celkově vyšší za exprese DNp53 (viz 
obr. 5-10) a proto nás zajímalo, zda porucha funkce p53 má vliv na tvorbu samotných 
fokusů DNA poškození. V experimentu 5.4 bylo zjištěno, že formace PML NBs není 
závislá na p53 (viz obr. 5-9). V experimentu 5-2 bylo zjištěno, že TMD vyvolává 
poškození DNA již za 24 hodin (viz obr. 5-4). K určení potenciálního efektu p53 v DDR na 
aktivaci γH2AX po TMD jsme provedli nepřímé imunofluorescenční značení buněk linie 
U-2-Os p53DD v módu p53on/p53off. 
Buňky s doxycyklinem inducibilním systémem byly nasazeny v denzitě 20 000 
buněk na cm2 a v 80% konfluenci ošetřeny TMD. Po 24 hodinách byly zafixovány a 
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inkubovány s primární králičí protilátkou proti 53BP1 a myší protilátkou proti γH2AX 
(sekundární protilátky Alexa Fluor 488 a 568). Jaderné fokusy byly snímány pomocí 
konfokálního mikroskopu Leica TCS SP5 (viz 5.2.3). 
 
Obrázek 5-14: Exprese dominantně negativní formy p53 nemá vliv na tvorbu fokusů 
poškození DNA γH2AX a 53BP. Buňky U-2-Os p53DD byly vystaveny TMD po dobu 24 
hodin a značeny imunofluorescenčně (γH2AX zeleně a 53BP červeně). Jádra byla 
vizualizována pomocí DAPI. Obrázky byly pořízeny pomocí konfokálního mikroskopu, 
zvětšení 1000x a v případě panelů D a F se zoomem 5,4.  
Na obrázku 5-14 je pomocí nepřímé imunofluorescence demonstrováno, že u buněk 
s expresí DN formy p53 byly fokusy 53BP1 a γH2AX srovnatelné jako u buněk 
s normálním proteinem p53. Protein p53 tedy neovlivňuje formaci fokusů poškození DNA. 
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4.10 Buňky v tymidinem-indukované senescenci mají zvýšené 
hladiny proteinů ze skupiny  interferon-stimulovaných genů  
Je známo, že exprese genu PML je kromě potenciální účasti p53 (Stanchina et al., 
2004) indukovaná interferony typu I a II (Chelbi-Alix et al., 1995; Der et al., 1998). 
V předchozí práci laboratoře bylo zjištěno, že genotoxické látky BrdU a DMA, které 
vyvolávají poškození DNA, jsou schopné indukovat formaci jaderných tělísek PML a 
současnou expresi IFNβ (Nováková et al., manuskript v revizi). Protože v experimentech 
5.4 a 5.5 nebyla prokázána závislost exprese PML na funkčním p53, cílem tohoto 
experimentu bylo zjistit, zda je zvýšení indukce PML realizováno skrze indukci 
interferonové JAK/STAT signální dráhy. Jako kontrolní proteiny pozitivní indukce 
interferonové dráhy (IFN typu I a II) po TMD byly zvoleny proteiny z rodiny interferonem 
stimulovaných genů (ISG) IRF-1 a MxA (Der et al., 1998). 
IRF-1, transkripční faktor a regulátor exprese genů indukovaných interferony, je 
pozitivně regulován na úrovni exprese IFNα a IFNγ v odpovědi buňky na virovou infekci 
(Zhang et al., 2006). IRF-1 je indukován také poškozením DNA v buňkách vystavených 
působení etoposidu (Pamment et al., 2002). Jeho molekula se váže na ISRE a GAS 
elementy v oblasti promotorů cílových genů stimulovaných interferony typu I, mezi které 
patří také STAT (Schindler, C., 1999).  
Signální dráha Jak/STAT, které je protein STAT součástí, je drahou aktivovanou po 
přijetí signálu interferonů typu I i II (Darnell et al., 1994; Wesoly et al., 2007) (viz obr. 5-
14).  
Promotor pro PML rovněž obsahuje element ISRE, který odpovídá na indukci IFN 
typu I, a navíc i element GAS pro indukci interferony typu II (Chelbi-Alix et al., 1995). 
Antivirový protein Mx byl popsán u myších buněk a jako gen stimulovaný striktně jen IFN 
typu I (Staeheli et al., 1986) (viz obr. 5-15) v odpovědi lidských buněk na virovou infekci 




Obrázek 5-15: Schéma signální dráhy IFN-Jak/STAT. 
Pro průkaz toho, zda jsou MxA a IRF-1 zvýšeny v tymidinem indukované senescenci 
podobně jako PML (viz obr. 5-6 a 5-8), bylo provedeno nepřímé imunofluorescenční 
značení pomocí protilátek: myší proti PML, králičí proti IRF-1 a myší proti MxA 
(sekundární protilátka proti králičí Cy3 a proti myší Alexa 568). 
Buňky A549 byly nasazeny v denzitě 20 000 buněk na cm2, v 80% konfluenci 
ošetřeny TMD, který byl kontinuálně přidáván po 9 dní. Poté byly buňky zafixovány a 
inkubovány s protilátkami. Snímky byly pořízeny pomocí fluorescenčního mikroskopu 




Obrázek 5-16: Tymidin vyvolal zvýšení hladiny MxA a IRF-1. Buňky A549 podstoupily 
indukci senescence 9 denním působením TMD a poté po fixaci nepřímou imunofluorescenci 
s protilátkami proti PML (A), IRF-1 (B) a MxA (C). DNA byla značena DAPI (modře). 
Zvětšení 630x.  
Na obrázku 5-16 je demonstrováno zvýšení proteinů stimulovaných interferony 
v tymidinem senescentních buňkách A549. Buňky na obrázku 5-16A zvýšily formaci 
jaderných tělísek PML (viz rovněž experiment 5.3, obrázek 5-6) a indukovaly 
cytoplazmatický protein MxA (obr. 5-16C). Jaderný protein IRF-1, který v menším počtu 
jader vytvořil malé fokusy, byl oproti kontrolním buňkám také zvýšen (obr. 5-16B). 
Tymidin indukuje zvýšení hladiny interferonem stimulovaných genů IRF-1 a MxA, 
což naznačuje aktivaci interferonové dráhy v tymidinem-indukovaných senescentních 
buňkách.  
4.11 Buněčná distribuce  MxA v senescenci indukované 
tymidinem  
Myší analog Mx1 je po stimulaci IFNs translokován do jádra, kde kolokalizuje 
s PML NBs (Engelhardt et al., 2001). Lidský MxA je zvýšen u chemickyindukované 
senescence vyvolané expozicí BrdU (Nováková et al., manuskript v revizi). 
Cytoplazmatická izoforma PML je za fyziologických podmínek v G1-fázi buněk U-2-Os 
při obnovení jaderné membrány lokalizována do jaderných pórů tvořených také Nup214 a 
Výsledky 
 91
Nup98 (Jul-Larsen et al., 2008). V přechozím experimentu 5.9 byl MxA indukován po 9 
denním působení TMD (viz obr. 5-16). 
Na základě těchto informací jsme se rozhodli prověřit hypotézu, zda-li tymidinem 
indukovaný cytoplazmatický MxA také interaguje s nukleoporiny. Pro tento účel byly 
použity buňky A549 a nepřímá imunofluorescence s protilátkami: myší proti MxA a kozí 
pro Nup98. Protože protilátka proti nukleoporinu nefungovala, zvolili jsme myší protilátku 
proti Nup153, kterou však nebylo možné použít simultánně s MxA.  
Buňky A549 byly nasazeny v denzitě 20 000 buněk na cm2 a v 80% konfluenci 
vystaveny 2,5 mM TMD, který byl přidáván kontinuálně po 9 dní. Pak byly buňky 
zafixovány, jeden vzorek buněk byl inkubován s protilátkou proti MxA a druhý vzorek 
s protilátkou proti Nup153 (sekundární protilátka Cy3). Po dobarvení byly pozorovány 
fluorescenčním mikroskopem Leica DM 6000B s kamerou 350DX a posléze konfokálním 
mikroskopem Leica TCS Sp5 (viz 5.2.3). 
 
Obrázek 5-17: Buněčná lokalizace MxA u buněk A549. Buňky A549 byly paralelně 
značeny nepřímou imunofluorescencí na MxA a Nup153. Snímky panelu A byly pořízeny 
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pomocí fluorescenčního mikroskopu při zvětšení 1000x a fotografie panelu B byly pořízeny 
konfokálním mikroskopem ve zvětšení 1000x a zoomem 5,4x. 
Na obrázku 5-17 je představena lokalizace cytoplazmatického proteinu MxA 
v oblasti jaderné obálky nápadně připomínající rozložení jaderných pórů detekovaných  
nukleoporinem 153. 
4.12 Tymidin zvyšuje hladinu mRNA PML a IRF-1  
Již dříve bylo zjištěno, že protein PML je indukován poškozením DNA po působení 
UV záření a cisplatiny a to stabilizací na post-transkripční úrovni (Chan et al., 1997). 
Z výsledků předchozího experimentu 5.8 vyplývá, že TMD indukuje zvýšení MxA (obr. 5-
16C) a mírné zvýšení IRF-1 (obr. 5-16B). Protože na obrázcích 5-6 a 5-16A dochází 
k markantnímu zvýšení formace PML NBs, ale na obrázku 5-8 je hladina proteinu PML 
změněna minimálně, vyvstává otázka, zda je PML opravdu indukován na úrovni genové 
exprese nebo jen stabilizován post-translačními modifikacemi, např. SUMOylací, která 
protein stabilizuje a umožňuje změnu lokalizace do tělísek PML (Duprez et al., 1999). 
Proto jsme se rozhodli stanovit hladiny mRNA pomocí kvantitativní RT PCR tří 
interferonem stimulovaných genů PML, IRF-1 a MxA po vystavení buněk TMD.  
Buňky byly nasazeny v denzitě 15 000 buněk/cm2 a v 75% konfluenci ošetřeny 2,5 
mM TMD. Tato látka byla přidávána do média každé tři dny po 6 a 9 dní. Po inkubaci byla 
izolována celková RNA, po reverzní transkripci byla kvantifikována specifická mRNA 
genů pro PML, IRF-1 a MxA (viz 5.2.5). Kontrolním genem byl GAPDH. 
 
Obrázek 5-18: Tymidin zvýšil hladinu mRNA pro PML, IRF-1 a MxA. Buňky A549 byly 
vystaveny po 6 a 9 dní působení TMD. Hladiny mRNA byly kvantifikovány pomocí „reverse 
transcription quantitavive real time PCR“. Kontrolou bylo GAPDH. 
Obrázek 5-18 ukazuje hladiny mRNA tří interferonem stimulovaných genů PML. 
Hladina PML mRNA byla u buněk po 6 denním působení TMD oproti hladině v 
kontrolních buňkách signifikantně zvýšena 2,3x a v 9. den 2,2x. Hladina IRF-1 se po 6 
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dnech zvýšila 2,9x a po 9 dnech 3,1x. Hladina mRNA u MxA se po 6 dnech zvýšila 6,8x a 
po 9 dnech 7,1x.  
Dlouhodobé vystavení buněk tymidinu zvyšuje hladiny mRNA interferonem 
stimulovaných genů PML, MxA a IRF-1, což naznačuje aktivaci interferonové dráhy 
v předčasně senescentních buňkách.  
4.13  Tymidin aktivuje komponenty signální dráhy JAK/STAT 
Jak bylo zmíněno výše, gen PML je indukován interferony typu I i II (Chelbi-Alix et 
al., 1995). Hlavní signální kaskádou aktivovanou interferony je Jak/STAT. Tato dráha je 
aktivována IFNs obou typů (Darnell et al., 1994).  
Stejně jako PML i další interferonem stimulovaný gen, MxA, byl zvýšen 
v tymidinem indukované senescenci (viz obr. 5-18). Tento výsledek naznačuje, že po 
poškození DNA indukovaném TMD dochází k aktivaci interferonové signální dráhy. IRF-1 
je ISG, který může sám o sobě aktivovat signální dráhu Jak/STAT a expresi IFNs typu I  
buď přímo nebo prostřednictvím exprese proteinu STAT, protože jejich promotory 
obsahují regulační elementy ISRE a GAS (Schindler, C., 1999).  
Protože z výsledků experimentu 5.9 vyplývá, že dochází k zvýšení hladin tří 
testovaných ISGs (PML, IRF-1 a MxA) na úrovni proteinu (viz obr. 5-16) i na úrovni 
mRNA (viz obr. 5-18), zajímalo nás, zda je aktivovaná interferonová signální dráha 
Jak/STAT v tymidinem indukované senescenci. Protože současně stále nelze vyloučit 
možnost, že na expresi PML se podílí také p53, zajímalo nás, jaká je souvislost 
mezi indukcí PML, aktivitou Jak/STAT signalizace a funkcí p53. K zodpovězení těchto 
otázek jsme použili opět model U-2-Os p53DD buněk ošetřovaných TMD a imunoblotovou 
analýzu s detekcí PML a markerů aktivované signální dráhy Jak/STAT (STAT1 a STAT3). 
Buňky byly nasazeny v denzitě 20 000 buněk na cm2 a v 85% konfluenci ošetřeny 
TMD. Po 6 denním působení této látky v násobném dávkování, použitém v experimentu 
5.4 podle schématu 5-7, byly buňky lyzovány a proteiny rozděleny pomocí SDS PAGE. 
Proteiny byly poté přeneseny na membrány, které byly inkubovány s primárními 
protilátkami: králičí proti-PML, králičí proti-STAT1-fosfo-Y701, králičí proti-STAT3, 
králičí proti-IRF-1, myší proti-STAT1, myší proti-STAT1-fosfo-S727, myší proti-STAT3-
fosfo-Y705, myší proti-p21, králičí proti-p53, králičí proti-p53-fosfo-S15 a myší proti-
GAPDH. Imunoreaktivní signál byl detekován pomocí chemiluminiscence expozicí na 




Obrázek 5-19:  Závislost tymidinem zprostředkované aktivace STAT1 a STAT3 na 
expresi dominantně negativní formy p53. Imunoblotová analýza aktivace interferonem 
stimulovaných genů PML, STAT1, IRF-1 a aktivace STAT1 - tyrosinové (STAT1pY701) a 
serinové fosforylace STAT1 (STAT1pS727) vzhledem k hladinám p53, jeho poškozením 
DNA aktivované formy p53pS15 a p21.  
Z výsledků imunoblotové analýzy na obrázku 5-19 vyplynulo, že působení TMD 
indukovalo vedle zvýšení PML a IRF-1 také zvýšení celkové hladiny STAT1 a jeho 
fosforylací aktivovaných forem STAT1pS727  a STAT1pY701 již po jedné dávce, přičemž 
tato exprese přetrvala až do 6. dne od počátku působení tymidinu. Hladina celkového 
Výsledky 
 95
STAT3 se nezměnila, ale jeho aktivovaná forma STAT3pY705 byla po TMD mírně 
indukována. p21 bylo zahrnuto pro kontrolu funkce dominantně negativní formy p53.   
Ze srovnání jednotlivých proteinů Jak/STAT po indukci tymidinem při současné 
funkční ablaci p53 vyplynulo, že pouze STAT1 a jeho aktivovaná forma STAT1 pS727 
byly výrazněji zvýšeny u buněk s expresí DNp53 než u buněk s normální expresí p53. 
Ostatní analyzované proteiny neukázaly žádný rozdíl hladin s ohledem na expresi DNp53. 
Jako v předchozích experimentech, poškození DNA vyvolané TMD bylo doprovázeno 
zvýšenou hladinou p53 a jeho efektoru p21 především v buňkách s intaktním p53. 
Pro ověření aktivity signální dráhy Jak/STAT1 naznačené na obr. 5-19 v U-2-Os 
p53DD jsme se rozhodli stanovit hladiny mRNA tří vybraných interferonem stimulovaných 
genů PML, IRF-1 a MxA pomocí kvantitativní RT PCR podobně jako v experimentu 5.9 
na A549 (viz 5.2.5.2).  
Buňky byly nasazeny v denzitě 15 000 buněk na cm2 a v 75% konfluenci ošetřeny 
TMD, který byl přidáván po 6 a 9 dalších dní. Po té byla izolována totální RNA a 
kvantifikována pomocí qRT PCR (viz 5.2.5). Kontrolním genem byla GAPDH. 
 
Obrázek 5-20: Efekt tymidinu na hladiny mRNA interferonem stimulovaných genů 
PML, IRF-1 a MxA. Buňky U-2-Os p53DD Dox+ (p53ON) a Dox- (p53OFF) po 6 a 9 
denním působení TMD. Hladiny mRNA byly stanoveny pomocí qRT PCR. 
Z dat kvantitativní RT PCR na obrázku 5-20 vyplývá, že TMD po 6 dnech u buněk 
U-2-Os p53DD mírně ale signifikantně zvýšil transkripci PML a IRF-1 (obr. 5-20A, B), 
kdežto neměl efekt po stejné době působení na hladinu mRNA u MxA. Jeho hladina byla 
téměř dvakrát zvýšena teprve po 9 dnech působení TMD a to pouze u buněk bez p53 (obr. 
5-20C). 
Lze uzavřít, že TMD indukoval dlouhodobé zvýšení hladiny proteinu STAT1 a jeho 
aktivovaných forem STAT1pS727, STAT1pY701, k čemuž dostačovalo jednorázové 
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vystavení buněk tymidinu. Fosforylace STAT1 na serinu 727 se zdá být ovlivněna expresí 
dominantně negativní formy p53, což naznačuje účast p53 v aktivaci STAT1.   
Kromě toho tymidin indukoval zvýšení hladin mRNA pro PML a IRF-1 v U-2-Os 
p53DD podobně jako v buněčné linii A549. Avšak překvapivě na rozdíl od buněk A549, 
ke zvýšení hladiny MxA mRNA v U-2-Os p53DD došlo mírně a to pouze za současné 







 Dlouhodobé vystavení buněk TMD v koncentracích používaných k synchronizaci 
buněk vyvolává neopravitelné poškození DNA, doprovázené perzistentní odpovědí 
na poškození DNA, indukcí inhibitorů buněčného cyklu, zástavou buněčného cyklu 
a rozvojem buněčné senescence. 
 Tymidinem indukovaný senescentní fenotyp je doprovázen přítomností typických 
markerů buněčné senescence – indukcí nádorového supresoru PML, zmnožením 
jaderných tělísek PML, zvýšením aktivity se senescencí asociované  
β-galaktosidázy. 
 K expresi PML dochází pravděpodobně na úrovni transkripce genu PML. Jak 
rozvoj tymidin-indukované senescence, tak transkripce genu PML pravděpodobně 
nejsou závislé na aktivaci p53.   
 Vedle PML jako jednoho ze skupiny interferonem stimulovaných genu, TMD 
stimuluje expresi dalších ISG - MxA a IRF-1.  




Vývoj nových a efektivnějších chemoterapeutik, které by způsobovaly nižší vedlejší 
účinky na nenádorové buňky organismu, je v současnosti mimo jiné realizován testováním 
různých derivátů genotoxických látek, ať již přírodních nebo syntetických, na růst populace 
buněk izolovaných přímo z nádorů. K porozumění deregulace proliferace a apoptózy, 
jakožto důsledku mutací přispívajících k transformaci, je třeba objasnit mechanismy těchto 
procesů předně za fyziologických podmínek u normálních buněk. Nádorové buňky mají 
však oproti primárním liniím několik výhod, především možnost dlouhodobé kultivace. 
K nevýhodám použití nádorových linií patří zejména deregulace genové exprese vznikající 
v důsledku neustále probíhající reorganizace jejich nestabilního genomu.  
Buněčná senescence je považována za jeden z mechanismů onkogenní bariéry 
(Bartková et al., 2006; Collado et al., 2007; Di Micco et al., 2006; von Zglinicky et al., 
2005). Kromě celé řady fenotypických změn je také spojena se sekrecí prozánětlivých  
cytokinů/chemokinů jako je IL-1, IL-6 a IL-8 (Kuilman et al., 2008; Campisi et di 
Fagagna, 2007), mezi které se řadí nově také interferony produkované u specifického typu 
předčasné senenescence indukované např. BrdU a distamycinem A (Nováková et al., 
manuskript v revizi). Interferony se uplatňují hlavně v antivirové ochraně buňky, ale 
fungují také jako silné nádorové supresory využitelné v terapii některých malignit, např. 
melanomů (Jonash et Haluska, 2001). Během této diplomové práce nalezená aktivace 
interferonových drah během senescence indukované TMD podporuje hypotézu jak 
bariérového efektu senescence, tak možnost nálezu terapeuticky využitelných látek 
vyvolávajících buněčnou senescenci s produkcí nádorově supresívních interferonů.   
Tato diplomová práce předkládá experimenty vypracovávané především na modelech 
stabilních nádorových linií a snaží se charakterizovat tymidinem indukovanou předčasnou 
senescenci s bližším zaměřením na expresi vybraných nádorových supresorů, které jsou 
markery buněčné senescence. Dále popisuje indukci interferonové signální dráhy 
doprovázené aktivací interferon stimulovaných genů.  
6.1 Indukce předčasné buněčné senescence po TMD 
Předčasná buněčná senescence je popisována jako trvalá zástava buněčného cyklu, 
která je indukována poškozením DNA, ať již přímým při chemicky indukované senescenci 
(Blažková et al., 2009; Janderová-Rossmeislová et al., 2007) nebo jako důsledek aberantní 
aktivace onkogenů (Bartková et al., 2006; Collado et al., 2007; Di Micco et al., 2006; 
Serrano, et al., 1997). 
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Tymidin je látka buňkou přirozeně syntetizovaná a dosud nebyl vysloven předpoklad, 
že by mohla poškozovat DNA, které je součástí. Působení exogenního TMD je příčinou 
změny poměru buněčných zdrojů/zásob dNTPs (deoxyribonucleotides), což inhibuje 
ribonukleotid reduktázu, která katalyzuje formaci prekurzorů DNA. Buňka vzhledem k 
nedostatku dNTPs následně zastavuje buněčný cyklus na přelomu fází G1 a S (Bjursell et 
Reichard, 1973). TMD se proto ve výzkumu hojně používá pro řízenou synchronizaci 
buněčného cyklu u proliferujících buněk. Principem této synchronizace je působení dvou 
dávek: Jedna dávka (24 h) inhibuje cyklus populace buněk v G1-fázi, po jejím odmytí a 
uvolnění blokace cyklu (12 h), druhá dávka zastavuje cyklus v S-fázi („double thymidine 
block“) (Engstrom et Kmiec, 2007; Shedden et Copper, 2002).  
Protože bylo popsáno, že TMD použitý  k indukci zvýšení opravných mechanismů 
DNA během S-fáze také vyvolává u buněk karcinomu tlustého střeva (DLD-1) 
morfologické změny připomínající buněčnou senescenci (Engstrom et Kmiec, 2007), 
zajímalo nás, 1) zda tyto změny vyvolá také u jiných nádorových linií, 2) zda vyvolává 
poškození DNA nutné pro rozvoj buněčné senescence a 3) zda se skutečně jedná o 
buněčnou senescenci. Pro tento účel jsme použili TMD v koncentraci 2,5 mM, o které bylo 
již dříve zjištěno, že vyvolává chromozomální fragilitu (Jacky et al., 1983). 
 Paralelně s kontrolní indukcí předčasné senescence vyvolané analogem tymidinu 
BrdU (Michishita et al. 1997; Nováková et al., manuskript v revizi), jsme zjistili, že TMD 
při dlouhodobém působení také indukuje permanentní zástavu buněčného cyklu 
doprovázenou morfologickými změnami typickými pro senescentní fenotyp a to jak u linie 
karcinomu plic A549, tak u linie karcinomu děložního čípku HeLa (viz experiment 5.1, 
obr. 5-1). Tento efekt byl podpořen pozitivní histochemickou detekcí enzymu β-
galaktosidázy (viz obr. 5-2A), jejíž zvýšená exprese je typická pro buněčnou senescenci 
(Dimri et al., 1995). Obě vybrané linie se tedy v reakci na nadbytek TMD ukázaly být 
dobrým modelem pro navození chemicky-indukované předčasné senescence.  
Protože je TMD pouze nepřímým inhibitorem ribonukleotid reduktázy, zajímalo nás 
také, zda bude mít stejný efekt na indukci senescence ve srovnání s přímým inhibitorem 
ribonukleotid reduktázy, hydroxymočovinou (Yogev et al., 2006). Protože tato látka 
inhibuje u buněk syntézu DNA i proteinů, je také využívána v chemoterapii (mimo jiné v 
léčbě karcinomu děložního čípku) (Saban et Bujak, 2009). Vedlejším efektem působení 
hydroxymočoviny je produkce ROS, které vznikají jako důsledek nestability molekuly a 
poškozují DNA (Kuong et Kuzminov, 2009). Zjistili jsme, že TMD vyvolává u buněk 
HeLa senescenci obdobně jako hydroxymočovina (viz obr. 5-2B).  
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Protože se pro optimalizaci indukce senescence vyvolané expozicí genotoxickým 
látkám používá strategie dlouhodobého působení látek s nejnižším nutným cytotoxickým 
účinkem, testovali jsme nižší i vyšší koncentrace TMD:  1 mM, 2,5 mM a 5 mM. Po 9 
dnech bylo zjištěno, že 1 mM TMD na indukci senescence nestačí, což bylo nepřímo 
zjištěno již dříve (Engstrom et Kmiec, 2007). Při koncentracích 2,5 a 5 mM vyvolal 
senescenci srovnatelně a ani 5 mM koncentrace TMD nevedla k buněčné smrti, ale 
k rozvoji senescence (data neukázána). Pro další experimenty byl proto použit TMD 
v koncentraci 2,5 mM.  
6.2 Tymidin vyvolává perzistentní odpověď na poškození DNA  
Chemicky indukovaná senescence je vyvolána poškozením DNA, které indukuje 
mechanismy DDR (viz 2.2). DDR zahrnuje aktivaci inhibitorů buněčného cyklu a to jak 
proapototických, tak antiapoptotických mechanismů v závislosti na typu a koncentraci 
použité látky.  
Protože nebylo dosud přímo prokázáno, že TMD poškozuje DNA (Engstrom et 
Kmiec, 2007), působili jsme na buňky TMD po 24 hodin a k detekci poškození DNA jsme 
použili nepřímou imunofluorescenční analýzu s využitím markerů DSB - aktivovaného 
H2AX (γH2AX) a 53BP1 (Kruhlák et al., 2006; Rogakou et al.,1998). V tomto 
experimentu (5.2) bylo zjištěno, že TMD skutečně indukuje aktivaci a relokalizaci γH2AX 
a 53BP1 (tvorbu fokusů) prezentující poškození DNA (viz obr. 5-4) srovnatelné 
s poškozením, které indukovaly vybrané genotoxické látky, cisplatina a hydroxymočovina, 
používané v chemoterapii (viz 2.3.2.4 a obrázek 5-3F,G).  
Tvorba fokusů γH2AX a 53BP1 byla dříve popsána jako reakce na vznik DSB (Ward 
et al., 2003). TMD se váže do ssDNA odhalené v místech aktivní replikace DNA během S-
fáze, kdy při zvýšené koncentraci způsobuje vznik mutací typu mismatch, které zpomalují 
až zastavují replikaci DNA (Engstrom et al., 2009). TMD inhibicí replikace vyvolává 
replikační stres buněk, pravděpodobně kolapsem zastavených replikačních vidlic. Tuto 
hypotézu podporuje zjištění, že TMD inhibuje buněčný cyklus převážně v S-fázi (40-60% 
buněk) a méně v G1-fázi (30-50%) (Lavoie et Drouin, 2001). TMD svým působením 
aktivuje opravné mechanismy chybného párování bází (MMR viz 2.1.1.1) (Engstrom et al., 
2009), které nejsou pod správou intra-S-fázního kontrolního bodu indukovaného 
exogenním poškození DNA, ale replikačního kontrolního bodu indukovaného chybami 
v aktivních replikonech (viz 2.4.2) (Bartek et al., 2004). Efektivita nápravných 
mechanismů rozpadlých replikačních vidliček je řízena skrze aktivaci ATR-CHK1 a jejich 
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substrátem 53BP1 (Brosh et Bohr, 2007). ATR také přímo aktivuje γH2AX (viz 2.2.1.3.2) 
(Forey et al., 2003). γH2AX však může být také aktivován DSB, a ač jsme nepřinesli přímý 
průkaz, nelze vyloučit, že TMD vyvolává DSB obdobně jako jiný induktor MMR, 6-
thioguanin (Yan et al., 2003). 
Na základě řady studií se předpokládá, že hlavní příčinou udržení senescentního 
stavu je přetrvání DDR vyvolané neopravitelným poškozením DNA (Nováková et al., 
manuskript v revizi; Sedelníková et al., 2004), která brání návratu k normálnímu průběhu 
buněčného cyklu skrze perzistentní aktivaci signálních drah p53-p21 a pravděpodobně i 
p16-pRB (viz 2.4) (Pascal et al., 2005). Protože jsme při experimentu 5.2 rovněž zjistili, že 
po působení opakovaných dávek TMD došlo ke zvýšení počtu míst poškození DNA, a 
abychom rozlišili, zda se jedná opravdu o perzistentní aktivaci DDR či jen o obnovovaný 
vznik nových lézí, rozhodli jsme se otestovat možnost perzistentní aktivace DDR po 
relativně krátkodobém působení TMD. Pomocí imunoblotové analýzy (viz obr. 5-5) jsme 
zjistili, že DDR přetrvává 10 dní i v případě jediné 3 dny trvající dávky TMD. Z analýzy 
také vyplynulo, že TMD vyvolává stabilizaci a aktivaci p53 specifickou pro odpověď na 
poškození DNA (p53 aktivovaný na S15) (Zhang et al., 2005) (viz 2.2.1.4.1), tato aktivace 
byla následována  zvýšením hladin p21, transkripčního cíle aktivovaného p53 (Vogelstein 
et Kinzler., 2004). p21 blokuje buněčný cyklus inhibicí komplexu cycE/CDk2 nezbytného 
pro přestup mezi fázemi G1 a S (viz 2.4). Zjistili jsme, že po celých 10 dní od jedné dávky 
TMD přetrvává i aktivace γH2AX, substrátu aktivované ATM, což naznačuje buď 
dlouhodobou aktivaci této kinázy přetrvávajícím/neopravitelným poškozením nebo absenci 
mechanismů odpovědných za obnovení („recovery“) signalizace po opravě lézí (viz 
2.3.2.1). Analogicky reparovatelná dávka ionizujícího záření vyvolá aktivaci γH2AX a 
relokalizaci do míst poškození, které zmizí do 10 h, kdežto nereparovatelná dávka 
ionizujícího záření indukuje rapidní relokalizaci γH2AX již do 3 minut, fokusy poškození 
DNA se později zvětšují a zůstávají intaktní po několik dní až měsíc (Rodier et al., 2009). 
Absence typického senescentního fenotypu a obnova proliferace buněk vystavených jedné 
dávce TMD (data neukázána) naznačuje, že míra poškození DNA je pro indukci 
senescence za těchto podmínek podprahová. Pro indukci senescence je třeba delšího 
působení TMD. To je v souladu se studií Engstromové a Kmiece, kteří popsali, že na 
indukci senescence pomocí TMD je třeba jeho jednodenní předpůsobení a další tři dny 
působení (celková délka působení 4 dny) (Engstrom et Kmiec, 2007). My jsme 
v předchozím experimentu zjistili, že senescence je indukována také pouze po kontinuální 
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inkubaci trvající minimálně 6 dní. Rozdíl mezi těmito skutečnostmi lze vysvětlit 
odlišnostmi buněčného typu, který byl použit v obou studiích. 
6.3 Indukce PML v tymidinem-indukované senescenci 
Počet tělísek PML se zvyšuje spolu s hladinou PML jak u replikační senescence 
normálních buněk (Robles et al., 1999), tak u senescence indukované aktivovanými 
onkogeny (Ferbeyre et al., 2000) i chemicky-indukované senescence normálních i 
nádorových linií (Bischof et al., 2001; Janderová-Rossmeislová et al., 2007). Pro ověření, 
že je tato pro senescenci charakteristická struktura expandována v nádorových liniích i 
během senescence indukované tymidinem, jsme vystavili buňky A549 dlouhodobému 
působení TMD a posléze detekovali nepřímou imunofluorescencí množství jaderných 
tělísek PML. Zjistili jsme, že TMD u těchto buněk indukoval formaci PML NBs již po 6 
dnech (viz obr. 5-6B) a že se jejich počet zvýšil po dalších třech dnech působení TMD 
(obrázek 5-6C). Expanse jaderného kompartmentu PML je tedy charakteristickým rysem i 
buněčné senescence vyvolané tymidinem.  
Na základě dat popisujících zvýšení exprese proteinu PML po poškození DNA 
(Pearson et Pelicci, 2001), jsme se rozhodli zjistit, zda k indukci PML NBs po TMD a 
zvýšení hladiny  proteinu PML dojde i u buněk vystavených pouze jedné ve srovnání 
s opakovanými dávkami TMD. Zjistili jsme, že TMD zřejmě zvyšuje jak hladinu exprese, 
tak post-translační modifikace PML, a to již po jedné dávce (viz obr. 5-8B). Narůst hladiny 
méně mobilních (vysokomolekulárních) forem PML naznačuje intenzivní post-translační 
modifikace PML (viz obr 5-8A). Ač povaha těchto modifikací nebyla námi testována, 
v úvahu přichází vznik polySUMOylovaného PML. SUMOylace PML je nezbytná pro 
oligomerizaci proteinu bez které nedojde k formaci tělísek PML (viz 2.7.1) (Duprez et al., 
1999). Z dat naší laboratoře je zřejmé, že během chemicky indukované senescence dochází 
ke zvýšení polySUMOylovaných SUMO-2 a SUMO-3 forem proteinů, které jsou vyvolané 
pravděpodobně deregulací  SUMOylačních reakcí během chemicky indukované senescence 
(Kopová et al., nepublikovaná data). V tomto ohledu je zajímavé, že ektopická exprese 
SUMO-2 a SUMO-3 a nikoliv SUMO-1 (SUMO-1 netvoří polyřetězce, Chang et al., 1995) 
je schopna navodit předčasnou buněčnou senescenci (Li et al., 2006). Bylo zjištěno, že 
v jaderných tělíscích PML dochází k SUMOylacím různých proteinů po poškození DNA 
SUMO-ligázou PIASy, jejímž substrátem je SUMO-2 a SUMO-3 (viz 2.5.2.4). Zajímavé 
je, že PIASy je sama o sobě schopna při nadměrné ektopické expresi indukovat senescenci 
u normálních buněk skrze aktivaci p53 a pRb (Bischof et al., 2006), nicméně bez 
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doprovodného poškození DNA (Moudrý P., nepublikovaná data). Tyto modifikace zřejmě 
regulují schopnost PML interagovat s dalšími proteiny, mezi které patří např. remodelátory 
chromatinu HDAC a CBP/p300 (Luciani et al., 2006), proteiny důležité v transkripci 
(BLM, topoizomerázy, HP-1) a hlavně proteiny účastnící se odpovědi buňky na poškození 
DNA (p53, BRCA1, γH2AX, RP-A) (Carbone et al., 2002). 
6.4 p53 nehraje roli v expresi PML indukované TMD 
Jaderná tělíska PML jsou považovány za senzory chronického poškození DNA, byla 
popsána jejich kolokalizace s fokusy poškození DNA po ionizující záření (Carbone et al., 
2002). Samotná tvorba tělísek v místech poškození je regulována kinázami ATM, CHK2 a 
ATR. Mimo jiné, p53 je jedním z proteinů, jehož některé post-translační modifikace jsou 
regulovány PML (viz 2.7.5). p53 interaguje společně s PML a CBP/p300, tato interakce je 
nezbytná pro acetylaci p53 (Pearson et al., 2000). p53 je rovněž v jaderných tělíscích PML 
fosforylován HIPK2 (Gresko et al., 2009) za účelem jeho stabilizace po poškození DNA 
vedoucí k transkripční aktivaci a indukci exprese jeho substrátů (viz 2.7.4) (Carbone et al., 
2002; Gresko et al., 2009; Pearson et al., 2000). Bylo však navrženo, že by p53 mohl 
rovněž přímo regulovat samotnou expresi genu PML, protože promotor genu PML nese 
v prvním intronu p53-responzívní element schopný aktivovat expresi PML z reportérových 
konstruktů (Stanchina et al., 2004). Protože jsme v experimentu 5.2 zjistili, že TMD 
vyvolává poškození DNA (viz obr. 5-4), které aktivuje p53 fosforylací na S15 (viz obr. 5-
5) a zároveň zvyšuje počet jaderných tělísek PML (viz obr. 5-6), který je doprovázený 
zvýšenou expresí a/nebo post-translačními modifikacemi proteinu PML (viz obr. 5-8), 
chtěli jsme také zjistit, zda je formace jaderných tělísek PML závislá na funkčním p53. 
V tomto experimentu (5.4) jsme pomocí imunofluorescenční analýzy buněk exprimujících 
deleční mutantu p53 (DNp53), která inhibovala funkci normálního p53, zjistili, že formace 
jaderných tělísek PML není v tomto experimentálním uspořádání na p53 závislá. Buňky 
s expresí DN formy p53 tvořily po 6 i 9 dnech srovnatelné množství jaderných tělísek PML 
jako buňky s funkčním p53 (viz obr. 5-9). Nicméně je stále možné, že narušení funkce p53 
tímto způsobem (expresí dominantně negativní formy) je nedostatečné k potlačení všech 
efektů závislých na p53.  
Zajímavou skutečností bylo objevení formace balónovitých typů PML NBs (anglicky 
popisované jak „PML doughnuts“) (viz 2.7.3.1) u buněk U-2-Os p53DD vystavených 
tymidinu, které byly lépe pozorovatelné po 6. dni působení TMD pod konfokálním 
mikroskopem přibližně u 50% jader buněk (viz obr. 5-9). Tyto struktury byly již dříve 
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popsány v souvislosti se sekvestrací velkého množství proteinů zahrnutých do oprav 
poškozené DNA (Sterndorf et al., 1997) a remodelace chromatinu (Luciani et al., 2006). 
Rovněž byl popsán obdobný typ struktur PML asociujících s buněčnými jadérky („PML 
nucleoli-derived structures“; PML-NDs (Jaderová-Rossmeislová et al., 2007) (viz 2.7.3.1). 
Balónovité struktury byly pozorovány jen po působení tymidinu jen U-2-Os p53DD, ale ne 
u buněk A549, pravděpodobně tedy nejsou nezbytné pro rozvoj senescence. 
Protože v experimentu 5.3 bylo zjištěno, že TMD indukuje zvýšení jak 
nemodifikovaných izoforem, tak modifikovaných izoforem PML (5-8) a zároveň formace 
PML NBs není ovlivněna funkčností  p53 (viz obr. 5-9), chtěli jsme zjistit, jak vypadá 
hladina PML na úrovni proteinu u buněk v závislosti na expresi DNp53. Z výsledků 
imunoblotové analýzy vyplývá (viz obr. 5-11), že funkční deplece p53 rovněž nemá vliv na 
hladinu PML. TMD stejně jako u A549 (viz obr. 5-8) zvýšil hladinu exprese a/nebo 
množství post-translačních modifikací PML u U-2-Os p53DD, i když mnohem výrazněji a 
to již po jediné dávce.  
Hladina exprese inhibitoru buněčného cyklu p21 byla výrazně nižší u buněk s aktivní 
expresí DNp53 i po indukci TMD, což potvrzuje závislost indukce p21 na p53 a současně 
narušení transkripční aktivity p53 expresí DNp53. Exprese DNp53 rovněž vedla ke zvýšení 
hladiny proteinu γH2AX, což naznačuje přetrvávání poškození DNA v buňkách s 
oslabením p53-závislé transkripce genů, které se účastní reparačních mechanismů (Gresko 
et al., 2009).  
6.5 Tymidinem-indukované senescence není závislá na p53 
Dříve bylo zjištěno, že v případě ablace p53 u myších buněk nedochází k iniciaci 
předčasné senescence indukované aktivovaným onkogenem Ras (Ferbeyre et al., 2002). U 
lidských buněk byl popsán defekt p53, který je spolu s defektem v pRb často spojen 
s konstitutivním poškozením DNA (DiTullio et al., 2002). Protože TMD v testované 
koncentraci vyvolal poškození DNA (viz experiment 5.5) i senescenci u buněk A549 a 
HeLa (viz experiment 5-1), zajímalo nás, zda buňky U-2-Os p53DD bez proteinu p53 
podstoupí také senescenci nebo naopak apoptózu.  
Z předchozích výsledků vyplývá, že inhibitor buněčného cyklu p16, byl zvýšen u 
buněk s expresí dominantně negativní formy p53 (viz obr. 5-11), což naznačuje aktivaci 
p16-pRb dráhy (viz 2.4.1), která kompenzuje absenci funkce dráhy p53-p21 (Collado et al., 
2007; Mallette et Ferbeyre, 2007). Dále pomocí histochemické detekce zvýšené exprese β-
galaktosidázy byla hodnocena indukce senescence stejně jako v experimentu 5.1. Bylo 
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nalezeno, že TMD po 9 dnech indukuje senescenci u buněk bez p53 stejně jako u buněk 
s normálním p53 (viz obr. 5-11) a proto exprese DNp53 nemá vliv na rozvoj tymidinem 
indukované senescence. Z absence hladiny p21 u buněk bez p53 (viz obr. 5-12) vyplývá, že 
buňky bez normálního p53 neexprimovaly tento inhibitor komplexu cycE/CDK2, který 
zastavuje buněčný cyklus v G1-fázi. Protože vzorky p53on a p53off senescovaly 
srovnatelně, byl buněčný cyklus u obou inhibován stejně, což lze u buněk p53off vysvětlit 
zástupnou aktivací jiného inhibitoru buněčného cyklu, např. p16, jak uvedeno výše.  
Tyto nálezy naznačují, že p53 není klíčový či nezastupitelný i pro tento typ 
senescence a jsou v souladu s tím, že u lidských buněk je známa kompenzace/spolupodíl 
Rb dráhy, které je třeba inhibovat obě najednou, aby se docílilo ablace senescence 
(Mallette et Ferbeyre, 2007; Serrano et al., 2004).  
6.6 Tvorba fokusů poškození DNA není závislá na p53 
Bylo zjištěno, že PML NBs sekvestrují některé proteiny, které se účastní DDR, např. 
γH2AX a BRCA1 (Carbone et al., 2002). PML NBs také sekvestruje p53, zprostředkovává 
jeho post-translační modifikace a umožňuje interakci p53 s proteiny, které jej regulují a 
samy mají úlohu v DDR (např. CHK2, HDM2) (Lauria-Hayon et al., 2003). Hladina 
γH2AX byla celkově vyšší za exprese DNp53 (viz obr. 5-11) a proto nás zajímalo, zda 
porucha funkce p53 má vliv na tvorbu samotných fokusů DNA poškození. V experimentu 
5.4 bylo zjištěno, že formace PML NBs není závislá na p53 (viz obr. 5-9) a v experimentu 
5.2 bylo zjištěno, že TMD vyvolává poškození DNA již za 24 hodin (viz obr. 5-4).  
Z výsledků imunofluorescenční analýzy použité k určení potenciálního efektu p53 
v DDR na aktivaci γH2AX po TMD u buněk U-2-Os p53DD vyplývá, že exprese DNp53 
nemá vliv na tvorbu fokusů poškození DNA γH2AX a 53BP (viz obr. 5-14). Protein p53 
neovlivňuje formaci fokusů poškození DNA vyvolané TMD. 
Tento nález naznačuje, že aktivace jak 53BP1, tak γH2AX, není závislá na funkci 
p53, což je v souladu s dnešním pohledem, že p53 je efektorem působícím v odpovědi na 
poškození DNA distálně („downstream“) vzhledem k procesům aktivujícím tvorbu fokusů 
poškození DNA.  
6.7 Indukce interferonem stimulovaných genů v senescenci 
indukované tymidinem 
Je známo, že exprese genu PML je kromě potenciální účasti p53 (Stanchina et al., 
2004) indukovaná interferony typu I a II (Chelbi-Alix et al., 1995; Der et al., 1998; Stadler 
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et al., 1995). V předchozí práci laboratoře bylo zjištěno, že genotoxické látky BrdU a 
DMA, které vyvolávají poškození DNA, jsou schopné indukovat formaci jaderných tělísek 
PML a současnou expresi IFNβ (Nováková et al., manuskript v revizi). Protože 
v experimentech 5.4 a 5.5 nebyla prokázána hypotéza, že je exprese PML závislá na 
funkčním p53, cílem tohoto experimentu bylo zjistit, zda by zvýšení indukce PML mohlo 
být realizováno skrze indukci interferonové dráhy (promotor genu PML obsahuje elementy 
ISRE a GAS, které jsou odpovědné za indukci genu IFN typu I i II) (Der et al., 1998; 
Chelbi-Alix et al., 1995; Stadler et al., 1995; Zhang et al., 2006). Jako kontrolní proteiny 
pozitivní indukce interferonové dráhy (IFN typu I a II) po TMD byly zvoleny proteiny 
z rodiny interferonem stimulovaných genů IRF-1 a MxA (Der et al., 1998). Zatímco IRF-1 
je indukován oběma typy IFN, exprese MxA je striktně indukována pouze IFN typu I 
(Staeheli et al., 1986). Transkripční faktor IRF-1 se váže na ISRE a GAS elementy 
v oblasti promotorů cílových genů stimulovaných interferony typu I, mezi které patří také 
STAT1 (Schindler C., 1999) a působí tak sám o sobě jako pozdní aktivátor interferonové 
dráhy ve smyslu pozitivní zpětné vazby, především při virových infekcích buňky (Kröger 
et al., 2002). Signální dráha IFN-Jak/STAT, které je protein STAT1 součástí, je dráhou 
aktivovanou po přijetí signálu interferonů typu I i II (Darnell et al., 1994; Wesoly et al., 
2007) (viz obr. 5-15).  
Pro průkaz toho, zda jsou MxA a IRF-1 jako zástupci aktivované dráhy IFN-
Jak/STAT zvýšeny v tymidinem indukované senescenci podobně jako PML (viz obr. 5-6 a 
5-8), jsme provedli nepřímé imunofluorescenční značení proti PML, IRF-1 a MxA. Buňky 
A549 (viz obr. 5-16A) zvýšily formaci jaderných tělísek PML a indukovaly 
cytoplazmatický protein MxA (obr. 5-16C). Jaderný protein IRF-1, který v menším počtu 
jader vytvořil malé fokusy, byl oproti kontrolním buňkám také zvýšen (obr. 5-16B). Tato 
data podporuje také výsledek imunoblotové analýzy (viz obr. 5-8) potvrzený zvýšením 
hladin mRNA (viz experiment 5.10, obr. 5-18). Výsledkem tedy je, že TMD indukuje 
zvýšení jak MxA, tak IRF-1 a tyto nálezy naznačují aktivaci Jak/STAT dráhy IFNs obou 
typů v tymidinem indukovaných senescentních buňkách. 
6.8 Potenciální lokalizace MxA v oblasti  jaderného  póru 
MxA je cytoplazmatická GTPáza, která se řadí k ISGs indukovaných IFN typu I. 
MxA tvoří v reakci s virovým nukleokapsidovým proteinem inkluze v perinukleárním 
prostoru a inhibuje virovou replikaci (Kochs et al., 2004). Bylo také zjištěno, že asociuje 
s hladkým ER (Acola et al., 2002). MxA je také protein zvýšený u chemicky indukované 
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senescence vyvolané expozicí BrdU (Nováková et al., manuskript v revizi). V předchozím 
experimentu 5.9 jsme zjistili, že je MxA indukován i v tymidinem indukované senescenci 
(viz obr. 5-16). Na rozdíl od lidského striktně cytoplazmaticky lokalizovaného je MxA u 
myší (Mx1) po  indukci interferony lokalizován v jádře, kde kolokalizuje s jadernými 
tělísky PML. Na základě těchto informací jsme se rozhodli zjistit, jaká je lokalizace MxA 
po jeho indukci tymidinem. Překvapivě jsme zjistili, že se MxA v některých buňkách 
hromadí především v cytoplazmě stejně jako po indukci interferony typu I, ale také 
v oblasti jaderné laminy a to ve strukturách, které připomínaly struktury jaderných pórů 
(viz obr. 5-17A). Pro ověření hromadění MxA v oblasti jaderného póru jsme použili 
protilátky specifické proti jedné z komponent jaderného póru, proteinu Nup153, kterou 
však nebylo možné použít pro dvojité značení stejného preparátu s protilátkou proti MxA. 
Ač tedy nelze uzavřít, zda MxA je po působení TMD skutečně lokalizován v oblasti 
jaderného póru, je v této souvislosti zajímavý dřívější nález, že cytoplazmatická izoforma 
PML je za fyziologických podmínek v G1-fázi buněk U-2-Os při obnovení jaderné 
membrány lokalizována právě do jaderných pórů tvořených také proteiny Nup214 a 
Nup98, kde tvoří tělíska složená obou nukleoporinů s PML (Jul-Larsen et al., 2008). 
Získaná data v této části naznačují, že tymidinem navozené změny v buňce mají některé 
shodné rysy se stavem navozeným virovou infekcí, čehož si všímají také některé současné 
studie (Accola et al., 2002).  
6.9 Indukce PML v tymidinem indukované senescenci 
Jak již bylo uvedeno, hladiny PML jsou zvednuty během různých typů senescence 
(Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000; Janderová-Rossmeislová et al., 2007). Otázkou 
zůstává, zda pro všechny typy senescence je mechanismus indukce PML stejný. 
V odpovědi na tuto otázku není jednota a ukazuje se, že různé stimuly vedou 
ke specifickým mechanismům elevace hladin PML a jaderných tělísek PML. Bylo 
popsáno, že jaderná tělíska PML jsou tvořena PML, který pouze mění svou lokalizaci a 
stabilitu na základě post-translačních modifikací, nebo je zvýšena transkripce PML, popř. 
obojí najednou. Bylo popsáno, že po působení UV-záření nebo cisplatiny je PML 
indukován pouze post-transkripčně (Chan et al., 1997) (což podporuje hypotézu stabilizace 
PML namísto exprese de novo). Protože jsme v experimentech 5.3 a 5.8 (viz obr. 5-6 a 5-
1A) zjistili, že dochází k markantnímu zvýšení formace jaderných tělísek PML po 
poškození DNA, ale z imunoblotu na obrázku 5-8 nelze jednoznačně uzavřít, zda se mění i 
hladina proteinu PML, rozhodli jsme se stanovit hladiny PML na úrovni mRNA.  
Diskuze 
 108
Zjistili jsme, že TMD indukuje zvýšení hladiny PML transkriptu 2,3x (obr. 5-18). 
Toto relativně malé zvýšení spíše podporuje účast stabilizačních post-translačních 
modifikací PML. Hladina dalších dvou ISGs se po TMD zvýšila průměrně 3x (u IRF-1) a 
průměrně 7x (u MxA). Hladina mRNA MxA v případě TMD je však ve srovnání s 
kombinací BrdU a distamycinu A (dokonce v kratším působení) markantně nižší (do 10 
násobku u TMD a až 1700x u BrdU a distamycinu A) (Nováková et al., manuskript 
v revizi). Mírné ale signifikantní zvýšení hladin mRNA u MxA spolu s aktivací STAT1 
(viz níže) naznačuje, že v tymidinem senescentních buňkách dochází k mírné aktivaci 
interferonů a interferonové odpovědi. Přímý průkaz by přineslo sledování změn hladin 
IFNβ na úrovni mRNA a proteinu, které byly obě zvýšené u předčasné senescence 
indukované BrdU (Nováková et al., manuskript v revizi).  
Z těchto dat vyplývá, že odpovědnost za transkripční indukci PML by mohla mít 
interferonová signální dráha Jak/STAT. Protože byla až 7x zvýšena transkripce proteinu 
MxA (obr. 5-18), jenž je indukován striktně IFNs typu I, existuje zde možnost, že by PML 
mohl být indukován po TMD předně interferony typu I. S cílem prokázat tuto hypotézu 
jsme se rozhodli sledovat aktivaci vybraných komponent cytokinových drah IFN-
Jak/STAT (a také IL6-Jak/STAT, která je rovněž aktivována u buněčné senescence 
(Catlett-Falcone et al., 1999).  
Z výsledků této analýzy na obrázku 5-19 vyplývá, že působení jediné dávky TMD 
indukuje vedle zvýšení PML a IRF-1 také zvýšení celkové hladiny STAT1 a to markantněji 
u buněk bez p53. Ačkoliv TMD obě indukované formy STAT1 (S727 a Y701) zvedá, 
jejich hladina je diferenčně závislá na expresi DNp53. STAT1pY701 je indukován TMD 
bez závislosti na funkčním p53, kdežto hladina STAT1pS727 naznačuje možnou závislost 
na p53, jak dokládá vyšší indukce této formy STAT1 u buněk s funkčním p53 ve srovnání s 
buňkami bez p53. Zvýšení hladin forem STAT1 fosforylovaných na obou aktivačních 
místech byla dříve prokázána také v chemicky indukované senescenci po BrdU (Nováková 
et al., manuskript v revizi), ale nebyla prokázána u kamptotecinem indukované senescence, 
kdy se zvýšila pouze forma S727, ale ne Y701 (Youlyouz-Marfak et al., 2008). Ostatní 
analyzované proteiny neukázaly žádný rozdíl hladin s ohledem na expresi DNp53.  
STAT1 může být aktivován na S727 nezávisle na Y701 skrze několik jiných 
signálních drah (viz 2.5.2.1.1), např. p38-MAPK (Platanias L.C., 2003), která aktivuje 
STAT1 na S727, či c-abl po působení kamptotecinu (Youlyouz-Marfak et al., 2008), nebo 
skrze PI3-K/PKB (Nguyen et al., 2001), PKC (Uddin et al., 2002) či CaMKII (Nair et al., 
2002). Vyšší indukce STAT1pS727 napovídá vyšší aktivaci p38-MAPK, která může být 
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aktivovaná jiným cytokinem indukovaným během buněčné senescence - IL-6 (Platanias 
L.C., 2003). Skutečně, vyšší aktivitu dráhy IL6-Jak/STAT také podporuje zvýšení 
STAT3pY705, který je především aktivován IL-6. Na rozdíl od STAT1pY701, hladina 
STAT3pY705 byla po TMD zvýšena nezávisle na expresi DNp53.   
Oproti výsledkům na buněčné linii A549 (viz obr. 5-18), z dat kvantitativní RT PCR 
u buněk U-2-Os p53DD (viz obr. 5-20) vyplývá, že TMD rovněž mírně ale signifikantně 
zvýšil transkripci PML a IRF-1 (obr. 5-20A, B), ale překvapivě neměl efekt na hladinu 
mRNA  MxA ve stejné koncentraci i délce působení. Hladina MxA byla téměř dvakrát 
zvýšena až po dalších 3 dnech působení TMD a to pouze u buněk s expresí DNp53 (obr. 5-
20C). Tato data jsou v souladu s nízkou indukcí interferonové odpovědi v linii U-2-Os vůči 
působení BrdU a distamycinu A, které jsou totiž velmi silnými induktory interferonové 
odpovědi v buněčných liniích HeLa a A549 (Nováková et al., manuskript v revizi).  
Ve stejné práci bylo zjištěno, že v senescenci indukované BrdU je dráha IFN-
Jak/STAT aktivovaná dlouhodobě (Nováková et al., manuskript v revizi), což podporuje 
hypotézu, že tato signální dráha je udržována aktivací positivních zpětných vazeb (Shuai 
K., 2006) podobným těm, které operují při virových infekcích (Honda et al., 2005). Podle 
tohoto modelu virem aktivované IRF-7 a 3 řídí expresi interferonů a jejich sekreci, která je 
schopna ustavit pozitivní regulační smyčku skrze autokrinní/parakrinní mechanismus. 
Následná neatenuovaná aktivace IFN typu I signální drahou Jak/STAT je výsledkem 
transkripční indukce genů pro IRFs a IFNs, jejichž produkty pak uzavírají a amplifikují 
smyčku. Z experimentů této diplomové práce vyplývá, že TMD ve srovnání s 
působením BrdU v kombinaci s distamycinem A (Nováková et al., manuskript v revizi) je 
podstatně slabším induktorem interferonové dráhy. Aktivace STAT3 naznačuje přítomnost 
jednoho nebo více ligandů (jako je IL-6 nebo EGF) aktivujících tuto dráhu (Ebong et al., 
2004). Překvapivě bylo zjištěno, ze IL-6 má klíčovou roli v rozvoji a udržení senescence 
indukované aberantní expresí RAFE600 (Kuilman et al., 2008). Toto však nebylo 
potvrzeno u senescence vyvolané BrdU v kombinaci s distamycinem A (Nováková et al., 
manuskript v revizi) a je otázkou, jaká je úloha IL-6 v senescenci indukované tymidinem. 
Bez ohledu na diskrepanci ohledně kauzální úlohy těchto cytokinů pro navození 
senescence, autokrinní/parakrinní efekty sekretovaných cytokinů přispívají k vlastnostem 
senescentních buněk a mohou potenciálně ovlivňovat tkáňové mikroprostředí v okolí 
senescentní buňky. Buněčná senescence, prezentovaná blokací buněčného cyklu, 
pravděpodobně potlačuje tvorbu nádorů, protože vývoj nádorových buněk vyžaduje 
proliferaci. Senescenci indukující stimuly jsou potenciálně onkogenní a nádorové buňky 
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musí podstoupit mutace, které jim znemožní přejít do senescence. Senescentní buňky 
v tkáni produkují cytokiny nejen ve změněném poměru než normální buňky, ale také 
v jiném složení. V poškozené tkáni je narušena synergie působení těchto látek, která ji 
ovlivňuje (Coccia et al., 1995). Z výsledků našich experimentů vyplývá, že senescentní 
buňky produkují cytokiny/chemokiny, které působí ve vzájemném antagonistickém vztahu 
na své okolí, což naznačuje spíše chaotickou roli senescentních buněk v poškozené tkáni. 
Mezi námi zjištěné produkované antagonisty patří IFN-STAT1 a IL-6-STAT3. Zatímco je 
IFN antiproliferativní, protizánětlivý, proapoptický, prosenescentní cytokin, jehož aktivita 
je zprostředkovaná aktivací nádorového supresoru STAT1, IL-6 podporuje tumorogenezi 
prorůstovými a prozánětlivými vlastnostmi aktivací onkogenu STAT3 (viz 3.5.1) (Coccia 
et al., 1995; Norkina et al., 2008; Platanias L.C., 2003; Turkson et Jove, 2000; Zhang et al., 
2006). 
Perzistentní aktivace STAT3 byla popsána v mnoha onkogeny indukovaných 
případech senescence (např. c-Eyk, v-Fps, v-Ros, c-Etk, BMX, Lck) (Catlett-Falcone et al., 
1999). Tato aktivace je také spojena s transformací onkoviry (viz 2.2), které řízeně i 
neřízeně indukují Jak i Src kinázy. Protože je pozice STAT3 v signálních kaskádách pod 
tyrozinovými kinázami, aberantní aktivita STAT3 je klíčový mediátor v tumorogenezi 
indukovanou těmito kinázami. Naproti tomu byl popsán i mechanismus transformace 
buňky mimo tyrozinové kinázy a to skrze v-Ras a v-Raf (shrnuto v Turkson et Jove, 2000). 
Druhým důležitým členem STAT rodiny s onkogením potenciálem je STAT5. U něj byla 
popsána schopnost indukovat transformující fúzi BCR/ABL (Darnell et al., 1994). 
Naproti tomu STAT1 ovlivňuje DDR pozitivní regulací exprese mediátorů řídících 
opravné mechanismy 53BP1 a MDC1 (Townsend et al., 2005), také aktivitu p53 skrze 
indukci exprese jeho substrátů (inhibitorů buněčného cyklu) a stabilitu p53 skrze inhibici 
HDM2 (shrnuto v Youlyouz-Marfak et al., 2008). Tento člen rodiny STAT je tedy 
považován za nádorový supresor, který může být indukován velkou skupinou kaskád 
obsahujících tyrozinové kinázy, stejně jako STAT3 nebo STAT5. 
Signální dráhy Jak/STAT jsou velmi komplexní díky spojení se širokým spektrem 
jiných kaskád, které regulují základní buněčné procesy (apoptózu, senescenci, proliferaci, 
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